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Organización y caracteristicas de 
La Celula 


La Cefala ha skin di sen a do para ser im texto de facil comprensión y ensenanza ąuc puede ser 
cubierto en un solo semestre, a la vez que perm i te a los estudiantes dom i nar el materiał dc todo el libro. 
Damos por hecho que se poseen ciertos conocimientos generales de biologia y quimiea aunque no supo- 
nemos que se tengan en las areas de quimica organica, bioquimica o biologia molecular. Muchos aspec- 
tos en la organización y caracteristicas del libro nos ay uda ran a acereamos a la materia. 


Organización 

La Celula se dividc en cuatro partes, cada una de ellas es independiente, por lo que el orden y los 
temas pueden variar facilrnente segun las necesidades de cada curso. 

La sección / dcl libro aborda los ortgenes de la evolución de las celulas, sus metodos de estudio, 
su composición q nimi ca y los fundamentos de la biologia molecular moderna. Para aquel!os estudiantes 
que tengan una gran forniación en cursos de introducción a la biologia o en cursos previos de biologia 
molecular, pueden obviar varias partes de este libro o pueden usarlas de repaso. 

La sección 11 se centra en la biologia molecular de las cel ul as as i como en la organización y secuen- 
cias del gemma; duplicación, reparacion y combinación de fragmentos de ADN, trascripeión del ARN; y 
sinlesis, procesos y regulación de proteinas. Los capitulos estan ordenados siguiendo el mistno orden de 
la información genetica (ADN ARN ^ proteina) y proporciona un conciso pero aclual campo de visión 
de estas materias. 

La sección Ul analiza la estruetura y funcionamiento de la celula: nucleo, organulos citoplasmad- 
cos, citoesqucleto y superficie celulan Esta parte dd libro comienza adaptando lo mencionado en la sec¬ 
ción 11 sobre biologia molecular a las celulas eucarióticas y continua a traves de los organulos del cito- 
plasma y citoesqueleto hasta la membrana plasmatiea. Sin embargo, estos capitulos son relatjvamente 
independientes y pueden tratarse en distinto orden, segiin sean mas apropiados para un curso en conere- 
to. 


Finalmente, la sección IV coniprende los mecanismos de regulación de las actividades de la eelu¬ 
la, tratando temas como los estimulos celulares, el ciclo de la celula y la muerte controlada de celulas. 
Esta cuarta parte concluye eon un capilulo sobre el cancer quc sintetiza las consecuencias de los fal los de 
los mecanismos basicos de funcionamiento de las celulas. 
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Organización y caracteristicas de La Celula 


Caracteristicas 

Para ayudar a los estudiantes a dom i nar e integrar los contenido de La Celula, se han ineorporado 
vurias caracteristicas que se han organizado para guiar a los estudiantes en el trato eon este libro de la 
siguiente ma nera: 

Orgamzación de capi fu los. Cada capi tul o se divide en cuatro o einco secciones principal es, las cua- 
les estan a su vez divididas cn un numero sirmlar de apartados. Un esquema de las secciones principales 
al principio de cada capitulo mucstra de modo rapido la organización de cada u no de ellos. 

Ter mi nos chwes y glosa rio, L.os term i nos claves a parę cen en negriia a lo largo del capi tul o, a dem as 
de enuneiarse en el sumario y definirse en el glosario de finał del libro, 

Ilusfracianesy microfotografias, Se ha desarrollado euidadosamente un completo programa de ilus- 
t rac i ó n a t od o c o 1 o r y d e micro fo tog rafl as pa ra c om p I ementa r y re forza r v i s ua lm en te e I l ex \ o . 

Experimenios y ensayos de medialna molecidar. Cada cap ilu lo contiene dos Experimentos clnve o 
un Experimento clave y caracteristicas de Medicina mol ecu lar Estas practicas tienen por objęto el instruir 
al tector en las bases experimentales de ła celula y la biologia molecular y sus aplicaciones a la medicina 
moderna. Las practicas tambien pueden utilizarse como bases utiles para discusiones de estudiantes, que 
pueden acompaharse eon una revisión del texto original sobre el que se basan los Experimeritos clave. 

Resume tt de capi uda El sumario esta organizado a modo de esquema ? que corresponde a las suce- 
sivas divisiones en secciones y apartados dc cada capitulo. Esic fermato se acompana de una lista eon los 
term i nos claves, proporcionando asi un conciso repaso del materiał 

Preguntas y respuestas. Una extensa bateria de preguntas al finał dc cada capitulo (eon las res- 
puestas al finał dcl libro) tienen como propósito facilitar la revisión del materia! dc cada capitulo y animar 
a los estudiantes a usar dicho materiał para predecir o interpretar los resultados experimentales ł 

Bibliografia. Las listas bibliograficas del finał dc cada capitulo permiten el acceso rapido a las 
paginas correspondientes del libro. Para ayudar a identificar articulos dc interes, las referenci as estan orga- 
nizadas de aeuerdo eon las secciones de los ca pi tu los. Los articulos de interes y las paginas import antes 
se identifican eon las iniciales [R] > [P] respectivamente. 
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a biologia molecular de las celulas es un area de investigación activa 



cuyo entendimiento es fundamenta! para todas fas ciencias biológicas. 


Iw Esto es cierto no solo desde el punto de partfda de la cieńcie basica, sino 
tambien respecto a un numero creciente de aplicaciones practicas en agricuttu- 
ra, biotecnologia y medicina. Especialmente tras haber completado la secuen* 
cia def genoma humano, el progreso de la biologia celular y molecular esta 
abriendo nuevos horizontes en la practica medica. Ejemplosllamatwos incluyen 
el desarroiło de nuevos farmacos especialmente diseńados para interferir eon el 
crecimiento de celulas cancerosas y eon el uso potencial de cślulas mądre para 
sustituir tejidos dańados y tratar pacientes que padecen condiciones como la 
diabetes, enfermedad de Parkinson, de Alzheimer, lesiones de la medula espi- 
nal y enfermedades cardiacas. 

Dado que la biologia celular y molecular es un campo de investigación de 
rapido crecimiento, este capitulo se centrara en como se estudian las celulas, 
asi como servira para revisar sus propiedades basicas. La apreciación de las 
similitudes y diferencias entre las celulas resulta particularmente importante 
para entender fa biologia celular. La primera sección de este capitulo por lo 
tanto discutira la unidad y la diversidad de las celulas presentes hoy en dia en 
terminos de su evolución desde un aneestro comun. Por otrą parte, todas las 
celulas comparten propiedades fundamentales que se han conservado a traves 
de Ja evolución. Por ejemplo, todas las celulas utilizan ADN como materiał ge- 
netico, estan rodeadas por una membrana plasmatica y usan los mismos meca- 
nismos basicos para el metabolismo energetico. Por otro lado, las celulas ac* 
tuales han evotucionado en diferentes estilos de vida. Muchos organismos, 
como las bacterias, amebas y levaduras, se componen de celulas unicas capa* 
ces de autorreplicarse independientemente. Los organismos mas complejos 
estan compuestos por una colección de celulas que funcionan de manera coor- 
dinada, eon diferentes celulas especializadas para desarrollar funciones parti- 
culares. El cuerpo humano, por ejemplo, esta compuesto de mas de 200 tipos 
diferentes de celulas, cada una de eflas especializada para cada función distinti- 
va como la memoria, la vista, el movimiento, o la digestión, La diversidad exhibi- 
da por los diferentes tipos de celulas es sorprendente; por ejemplo, considere- 
mos las diferencias entre las bacterias y las celulas de i cerebro humano. 

Las similitudes fundamentales entre los diferentes tipos de celulas proporcio- 
nan un marco comun para la biologia celular, permitiendo que los principios basi¬ 
cos aprendidos a parlir de experimentos eon un solo tipo de celula puedan ser 
extrapo!ados y generalizados a otros tipos de celulas. Diversos tipos de celulas y 
organismos son extensamente utilizados para estudiar los diferentes aspectos de 
la biologia celular y molecular; la segunda sección de este capitulo discute algu- 
nas de las propiedades de estas celulas que las hacen particularmente yaliosas 
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como modelos experimentales. Finalmente, es importante reconocer que el pro- 
greso de la biologia celular depende tambien de los instrumentos experimentales 
que permiten a los cientfficos hacer nuevas observadones o desarrollar experi- 
mentos novedosos. Este capitulo de presentacion concluye por tanto eon una 
discusión acerca de algunos expenmentos utilizados para el estudio de las celu¬ 
las, a ła vez que resume algunos de los deseubrimientos históricos que han lleva- 
do a nuestro conocimiento actual sobre la estructura de la celula y su función 


Origem y evolución de las celulas 

Las celulas se div!den en dos clases principales, inicialmente definidas segun 
donde situaran al nucleo, Las celulas procariotas (bacterias) carecen de en- 
voltura nuclear; las celulas eucariotas presentan un nucleo donde el materiał 
genetico esta separado del cl top las ma Las celulas procariotas son general- 
mente mas pequeńas y simptes que las celulas eucariotas; ademśs de la 
ausencia de nucleo, sus genomas son menos complejos y no contienen organu- 
los citoplasmaticos o dtoesqueleto (Tabla 1,1). Al margende estas diferencias, 
los mismos mecanismos moleculares basicos gobiernan las vidas de procario¬ 
tas y eucariotas, indicando que todas las celulas presentes hoy descienden de 
un ancestro primordial unico. ^Cómo se desarrolfó la primera celula? como 
evolucionaron la complejidad y la diversidad que exhiben las celulas actuales? 


La primera celula 

Parece ser que la vida emergió hace t al menos, 3.800 millones de ańos, aproxi- 
madamente 750 millones de ańos despues de que se formara La Tierra (Fig. 1,1). 
Como se originó la vida y como la primera celula se convirtió en un ser son 
cuestiones de especulación, puesto que estos acontecimientos no pueden re- 
producirse en el laboratorio. No obstanie, diferentes tipos de expenmentos han 
proporcionado evidencias importantes sobre algunos pasos del proceso. 

En 1920 se sugirió por primera vez que moleculas organicas simples po- 
drtan polimerizar espontaneamente y formar macromoleculas bajo las condicio- 
nes que se pensaba que existian en la atmosfera primitiva. En el momento en el 
que surgió la vida, la atmosfera de La Tierra se piensa que contema poco o 
nada oxigeno librę, constando principalmente de C0 2 y U 2 ademas de peque- 
nas cantidades de gases como H 2 , H 2 S, y CO. Tal atmosfera proporciona condi- 
ciones reductoras en las que las moleculas organicas, eon una fuente de ener¬ 
gia como la luz solar o descargas electricas, se pueden formar espontaneamente. 
La formación espontanea de las moleculas organicas fue demostrada por pri¬ 
mera vez experimentalmente en los ańos 50, cuando Stanley Miller (un estu- 
diante graduado en aquel entonces) demostró que la descarga de chispas elec¬ 
tricas en una mezcla de H. a , CH 4t y NH 3 , en presencia de agua, conducia a la 
formación de una variedad de moleculas organicas, induyendo varios aminoa- 
cidos (Fig. 1.2). Aunque el experimento de Miller no reprodujo eon precisión las 


TABLA 1.1, Celulas procariotas y eucariotas 

Caracteristicas Procariota Eucariota 


Nucleo 

Diametro de una celula tipica 
Citoesqueleto 
Organu los citoplasmaticos 
Conlenido de ADN {pares de 
bases) 

Cromosomas 


Ausente 

Ausente 

Au se nieś 

1 X 10* a 5 X 10* 

Una motecula de ADN 
circular 


Presenie 

10-100 tm 

Presenie 

Presentes 

1,5 x 10 7 a 5 x 10* 

Multiples moleculas de ADN 
linear 
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condiciones primitivas de La Tierra, claramente demostró ta plausibiJidad de la 
sintesis espontanea de las moleculas organicas, proporcionandolos materiales 
basicos desde donde surgieron los primeros organismos vivos. 

El siguiente paso en la evolución fue la formación de las macromoleculas. 
Se ha demostrado que los bloques monomericos que constituyen las macromo¬ 
leculas se pGlimerizan espontaneamente bajo condiciones prebióticas plausi- 
bies. El calentamiento de mezclas secas de aminoacidos, por ejemplo. da como 
resultado su poiimerización para formar polipeptidos. Pero la caractenstica fun¬ 
damenta! de la macromolecula de la que surgió la vida debe tener la habilidad de 
replicarse por si misma. Solamente una macromolecula capaz de dirigir la sinte- 
sis de nuevas copias de si misma seria capaz de reproducirse y evolucionar. 

De las dos ctases principales de macromoleculas que aportan información 
en las celulas actuales {acidos nucleicos y proteinas), solo los acidos nucleicos 
son capaces de dirigir su propia replicación. Los acidos nucleicos pueden serv«r 

Figura 1.2 

Formación espontanea de las moleculas organicas- Ei vaporde agua se expulsaba a 
una atmosfera que consistia en CH.^ NH 3 y H 2 , en la que se descargaban chispas de 
electriddad. El analisis de Sos productos de la reacción reveló la formación de varias mole¬ 
culas organicas, incluyendo los aminoacidos alanina, acido aspartico. acido glutamico y 
glicina. 
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Figura 1.1 

Escala temporal de fa evolución. La 

escala indica el momento aproximado en 
el que ocurrieron algunos de los aconteci- 
mientos mas importantes en la evolución 
de las celulas. 
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Figura 1,3 

Autorreplicación propia del ARN, Las 

parejas complementarias entre los nu- 
cleótidos (adenina [A] eon uracilo [U] y 
guanina [G] eon citosina [C]) pemniten 
que una hebra de ARN sirva como molde 
para la sintesis de una nueva hebra eon 
la secuencia eomplementaria. 


como molde para su propia smtesis como resultado def apareamiento de ba- 
ses especificas entre nudeótidos complementarios (Fig, 1.3), Uno de los pasos 
criticos en e! aprendizaje de la evo!uctón molecular ocurrió a principios de los 
ańos 80, cuando se deseubrio en los laboratorios de Sid Altman y Tom Cech 
que el ARN es capaz de catalizar numerosas reacciones quimicas, induyendo 
la polimerización de nucleótfdos. El ARN es, por tanto, el unico capaz de servir 
como molde y catalizar su propia replicación, Como consecuencia, se cree que 
el ARN ha sido el sistema genetico inicial, y que una etapa temprana de la 
evolución quimica estuvo basada en moleculas de ARN eon replicación propia 
—un periodo de la evolución conocido como el mundo del ARN —. Las interac- 
ciones en orden entre e! ARN y los aminoacidos evolucionaron a lo que hoy es 
el código genetico, y eventualmente el ADN reemplazó al ARN como el materia! 
genetico. 

La primera celula, se presupone, que surgió de la envoltura del ARN de 
replicación propia en una membrana compuesta por fosfolipidos (Fig. 1.4), Tal 
y como se discutira en detalle en el próximo capitulo, los fosfolipidos son los 
componentes basicos de todas las membranas biológicas presentes hoy dia, 
induyendo la membrana plasmatica de celulas procariotas y eucariotas. La ca- 
racteristica clave de los fosfolipidos que forman las membranas es que son 
moleculas anfipaticas, lo que quiere decir que una porción de la molecula es 
soluble en agua y la otrą porción no. Los fosfolipidos presentan largas cadenas 
hidrocarbonadas insolubles en agua (hidrofóbicas) unidas a grupos solubles 


Figura 1.4 

Recubrimiento del ARN de autorrepli¬ 
cación eon una membrana de fosfolipi¬ 
dos, Se cree que la primera celula surgió 
del reeubrrmiento del ARN autorrepiicante 
y sus moleculas asociadas por una mem¬ 
brana compuesta de fosfolipidos. Cada 
molecula de fosfolipidos presenta dos lar¬ 
gas colas hidrofóbicas unidas a un grupo 
hidrofilico. Las colas hidrofóbicas estan 
embebidas en la bicapa lipidica; las cabe- 
zas hidrofilicas estan expuestas al agua a 
ambos lados de fa membrana. 
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en agua (hidrofflicos) que contienen fosfatos. En contacto eon el agua, los 
fosfofipidos espontśneamente se agrupan en una bicapa eon los grupos que 
contienen fosfatos en el exterior en contacto eon el agua y sus colas hidroearbo- 
nadas en el interior en contacto unas eon ofras Esta bicapa fosfolipidica forma 
una barrera estable entre dos compartimentos acuosos —por ejemplo, sępa- 
rando el interior de la celula de su ambiente externo—, 

La envoltura dei ARN auforreplicante y las moleculas asociadas a una mem¬ 
brana lipidicase han mantenido, portanto, como una unidad, capaz de reprodu- 
cirse a si misma y evolucionar. La smtesis de proteinas a partir del ARN pudo ya 
haber evolucionado, en cuyo caso la primera celula consistina en un ARN de 
replicación propia y sus proteinas codificadas. 


Evolución del metabolismo 

Debido a que ias celulas se originaron en un mar de moleculas organicas, estas 
eran capaces de obtener alimento y energia directamente de su ambiente, Pero 
una situación como esta es limitada en si misma, por lo que las celulas necesi- 
faron evolucionar sus propios mecanismos de creación de energia y sintetizar 
las moleculas necesarias para su replicación. La creación y la utilización contro- 
lada de la energia metabólica es primordial para todas las actividades celulares, 
y los procesos prineipales de metabolismo energetico (discutidos en detalle en 
el Cap. 2) se han conservado practicamente intactos en las celulas actuales. 
Todas las celulas utilizan adenosina SMrifosfato (ATP) como fuente de ener¬ 
gia metabólica para llevar a cabo la sintesis de los constituyentes celulares y 
conducir otras actividades que requieren energia, como el movimiento (p. ej., la 
contracción muscular). Los mecanismos utilizados por las celulas para generar 
ATP han evolucionado en tres etapas, correspondientes a la evo!ución de la 
glicolisis, fotosintesis y metabolismo oxidativo (Fig, 1,5). El desarrollo de estos 
procesos metabólicos cambió la atmosfera de la Tierra, en consecuencia alte- 
rando el curso de la evoiución. 

En la atmosfera anaerobla inicial de laTierra, las primeras reacciones gene- 
radoras de energia presumiblemente impficaron la escisión de moleculas orga¬ 
nicas en ausencia de oxigeno. Estas reacciones parecen ser una forma de la 
actual glicolisis — la rotura anaerobią de la glucosa a acido lactico, eon la ga- 
nancia neta de energia de dos moleculas de ATP. Ademas de utilizar ATP como 
su fuente de energia quimica intracelular, todas las celulas actuales flevan a 
cabo la glicolisis, de aeuerdo eon la idea de que estas reacciones surgieron muy 
pronto en ta evolución. 

La glicolisis proporcionó un mecanismo mediante el cual la energia en mole- 
cutas organicas ya formadas (p, ej., la glucosa) podia convertirse en ATP, que 


Glicolisis 

Glucosa 




2 C 3 H s 0 3 
Acido lictico 



Fotosintesis 

V - r* u r* . t r\ 


Figura 1.5 

Generación de energia metabólica. La 

glicolisis es la rotura anaerobta de la glu¬ 
cosa en acido lactico. La fotosintesis utilf- 
za la energia del sol para conducir la sin¬ 
tesis de la glucosa a partir del C0 2 y el 
HA Jibe rando 0^ como producto. El 0 2 
liberado por la fotosintesis lo utilrza el 

Metabolismo oxidativo 

w węTtjgyg i o 

Glucosa 


C fc H 1? 0 6 + 6 0 2 

Glucosa 

- 6 CO a + 6 H 2 0 


metabolismo oxidativo, en el que la glu¬ 
cosa se rompe en C0 ? y HA liberando 
mucha mas energia que la obtenida de la 
glicolisis. 
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Figura 1.6 

Mi crog rafia electrónica de E. co//. La 

ceiula esta rodeada por una pared celular, 
dentro de la que se encuentra la membra¬ 
na piasmatica. El ADN se encuentra en el 
nucleoide. (Menge and Wurtz/Biozen- 
trum, University of Basel/Science Photo 
Library/Photo Researchers, Inc.) 



Membrana 

piasmatica 

Pared 

celular 


Nudeoide 


podia ser utilizado como fuente de energia para dirigir otras reacciones metabó- 
licas. E! desarrollo de la fotosmtesis fue ei siguiente paso mas importante de ia 
evolución ; que permitió a la ceiula generar energia a partir de ia Juz solar y ser 
independientes de la utilizacion de las moleculas organicas ya existentes, La 
primera bacteria fotosintetica. que evo!ucionó hace mas de 3 billones de ańos, 
probablemente utilizaba H ? S para convertir C0 2 en moleculas organicas —to- 
davia algunas bacterias utilizan un procesode fotosmtesis stmilar. La utilizacion 
de H ? 0 como donante de electrones e hidrógeno para la conversión del C0 2 a 
compuestos organicos evolucionó mas tarde y tuvo la importante consecuencia 
de cambiarfa atmosfera de la Tierra El uso de H 2 0 en reacciones fotosinteticas 
produce 0 2 librę; se cree que este mecanismo ha sido el responsable de hacer 
a la atmosfera de la Tierra tan abundante en 0 2 . 

La liberación de 0 2 como consecuencia de la fotosintesis cambió el rmedio 
en el que las celulas evolucionaron y se cree que determinó el desarrollo dei 
metabolismo oxidativo. Aiternativamente, el metabolismo oxidativo podria ha- 
ber evolucionado antes que la fotosintesis, y el aumento del 0 2 atmosferico 
proporcionaria una importante ventaja selectiva a los organismos capaces de 
utilizar 0 2 en las reacciones de generación de energia. En cualquier caso, el 0 2 
es una molecula altamente reactiva, y el metabolismo oxidativo, usando esta 
reactividad, ha proporcionado un mecanismo de generación de energia a partir 
de moleculas organicas mucho mas eficiente que la glicolisis anaerobia. Por 
ejemplo, la rotura oxidativa completa de !a glucosa en CO ? y H 2 0 produce 
energia equivalente a 36 ó 38 moleculas de ATP, en comparación eon las 2 
moleculas de ATP que se forman en la glicolisis anaerobia. Con pocas excep- 
ciones, las celulas actuales utilizan reacciones oxidativas como fuente Princi¬ 
pal de energia. 

Procariotas actuales 

Los procariotas actuales, que incluyen todos los tipos de bacterias, estan dividi- 
dos en dos grupos —las arąuebactenas y las eubacterias — que se diferen- 
ciaron al principiode la evolucióm Algunas arquebaeterias viven en condiciones 
extremas, que hoy en dia son inusuales pero que pudieron preva!ecer en la 
primitiva Tierra. Por ejemplo, los termoacidófilos viven en pozos calientes de 
sulfuro con temperaturas hasta de 80 C y valores de pH de 2, Las eubacterias 
incluyen las formas comunes que estan presentes en nuestros dias —un ampfio 
grupo de organismos que viven en una gran vanedad de ambientes, como la 
tierra, el agua, y otros organismos (p. ej., los patógenos humanos). 

La mayoria de las celulas bactenanas son esfericas, en forma de bastóm o 
©spiral, con diametros que oscilan de 1 a 10 /mn, Su contenido de ADN varia 
desde unos 0,6 millones a 5 millones de pares de bases, cantidad suficiente para 
codificar unas 5,000 proteinas diferentes. Los procariotas mas grandes y com- 
plejos son las cianobacterias, bacterias en las que evoiucionó la fotosintesis. 

La estructura de ceiula procariota tipica es la de Escherichia coti (E. cołi), 
un habitante comun del tracto intestinal humano (Fig. 1.6). La ceiula tiene forma 
de bastón, alrededor de 1 /*m de diametro y cerca de 2 um de longitud. Como la 
mayoria de los otros procariotas, E. coii estś rodeada por una pared celular 
bacteriana rigida compuesta de pofisacaridos y peptidos. Dentro de la pared 
celular se encuentra la membrana piasmatica, que es una bicapa de fosfolipi- 
dos y proteinas asociadas. Mientras que la pared celular es porosa y puede ser 
penetrada por una variedad de moleculas, la membrana piasmatica proporciona 
una separación funcional entre el interior de la ceiula y su medio externo. El 
ADN de E. coli es una molecula circular unica en el nucleoide, que, en compara¬ 
ción con el nucleo de los eucariotas, no esta rodeado por una membrana que lo 
separe del citoplasma. El citoplasma contiene aproximadamente 30.000 ribo- 
somas (lugar de la sintesis de proteinas), que destacan por su apariencia gra- 
nular. 


0,5 /jrrt 
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Celu las eucariotas 

Como las celulas procariotas, todas las celulas eucariotas estan rodeadas por 
membranas plasmaticas y contienen ribosomas. No obstante, las celulas euca¬ 
riotas son mucho mas complejas y contienen un nucleo, variedad de organulos 
citoplasmaticos, y un citoesqueleto (Fig. 1.7). El organulo mas grandę y promi- 
nente de las celulas eucariotas es el nucleo, eon un diametro aproximado de 5 
/im. El nucleo contiene la información genetica de la celula, que en los eucario¬ 
tas se eneuentra organizada de forma linear en lugar de moleculas de ADN 
circular. El nucleo es el sitio de la replicación del ADN y de la sintesis del ARN; 
latraducción del ARN en proteinas tiene lugar en los ribosomas de! citoplasma. 

Ademas de un nucleo, las celulas eucariotas contienen una variedad de or¬ 
ganulos delimitados por membranas dentro del citoplasma. Estos organulos 
proporcionan diferentes compartimentos en los que se localizan las distintas 
actividades metabólicas. Las celulas eucarióticas son por lo generał mas gran- 
des que las celulas procariotas, eon frecuencia presentando un vofumen celular 
cień veces mayor. La compartimentalización proporcionada por fos organulos 
citoplasmaticos es lo que permite a tas celulas eucariotas funcionar eon eficien- 
cia. Dos de estos organulos, las mitocondrias y los cloroplastos, juegan pa- 
peles imprescindibles en el metabolismo energetico. Las mitocondrias, que se 
eneuentran en casi todas las celulas eucariotas, son los centros del metabolis¬ 
mo oxidativo y son por tanto las responsables de generar la mayoria del ATP 
deriuado de la rotura de moleculas organicas. Los cloroplastos son los centros 
donde se lleva a cabo la fotosintesis y se eneuentran exclusivamente en las 
celulas de las plantas y algas verdes. Los lisosomas y los peroxisomas tam- 
blen proporcionan compartimentos metabólicos especializados para la diges- 
tión de macromoleculas y varias reacciones oxidativas, respectivamente. Ade¬ 
mas, la mayoria de las celulas de las plantas contienen grandes vacuo!as que 
desarrollan variedad de funciones, incluyendo la digestión de macromoleculas y 
el almacenaje de productos de desecho y nutrientes. 

Debido al tamańo y complejidad de las celulas eucariotas, el transporte de 
proteinas a sus destinos dentro de la celula es una labor formidable. Dos orga¬ 
nulos citoplasmaticos, el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi. es¬ 
tan especlficamente dedicados a la diferenciación y transporte de las proteinas 
destinadas a la secreción, a la incorporación en la membrana plasmatica, y a la 
incorporación en los lisosomas, El reticulo endoplasmatico es una red extensa 
de membranas intracelulares, que se extienden desde la membrana nuclear 
hasta atravesar todo el citoplasma. No solo actua en el proceso y transporte de 
proteinas, sinotambien en la sintesis de lipidos. Desde e! reticulo endoplasma¬ 
tico, las proteinas son transportadas dentro de pequehas vesiculas al aparato 
de Golgi. donde siguen siendo procesadas y clasificadas para el transporte a 
sus destinos finales. Ademas de esta función de transporte de proteinas, e! 
aparato de Golgi presenta sintesis de lipidos y (en celulas de las plantas) sinte¬ 
sis de algunos polisacaridos que componen la pared celuiar. 

Las celulas eucariotas tienen otro nivel de organización interna; el citoes- 
queleto. una red de filamentos proteinicos que se extienden por el citoplasma. 
El citoesqueleto proporciona el marco estructural de la celula, determinando la 
forma celular y la organización generał del citoplasma. Ademas, el citoesque!e- 
to es responsable de los movimientos de todas las celulas (por ej., la contrac- 
ción de las celulas musculares), del transporte intracelular y la posición de los 
organulos y otras estructuras, incluyendo los movimienfos de los cromosomas 
durante la división celular. 

Los eucariotas se desarrollaron haceal menos 2.700 millones de ańos, des- 
pues de 1.000 ó 1.500 millones de anos de la evolución procariota. Los estudios 
de sus secuencias de ADN indican que las arquebacterias y eubacterias son tan 
diferentes entre si como lo son de los eucariotas actuales. Por lo tanto, parece 
ser que un acontecimiento en la primera etapa de la evolución ha sido el motivo 
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Figura 1.7 

Estructuras de las celulas animales y 
vegetales. Las celulas animales y vege~ 
tales estan rodeadas por u na membrana 
plasmatica y contienen un nucleo, un ci- 
toesqueleto s y muchos organulos citoplas- 
maticos en comun. Las celulas vegeta!es 
tambien estan rodeadas por una pa red 
celu lar y contienen doroplastos y vacuo- 
las grandes. 


de la divergencia de tres Irneas de descendencia a partir de un antepasado 
comun, dando lugar a las actuales arquebacterias, eubacterias, y eucariotas 
Resulta interesante que muchos genes de las arquebacterias son mas simila- 
res a los de los eucariotas que a los de las eubacterias, indicando que las 
arquebacterias y los eucariotas comparten una linea comun de descendencia 
evolutiva y que estan mas estrechamente relacionados entre ellos que eon las 
eubacterias (Fig. 1,8). 

Un paso critico en la evolución de las celulas eucariotas fue la adquisicibn de 
ta em/oltura membranosa de los organulos subcelulares, permitiendo el desa* 
rrollo de la complejidad caractersstica de estas celulas. Estos organulos se cree 
que han sido adquiridos como resultado de la asociación de celulas procariotas 
eon el antepasado de los eucariotas. 

La hipótesis de que las celulas eucariotas evolucionaron a partir de una aso- 
ciación simbiótica de las procariotas — endosimbiosis — se sustenta eon los 
estudios de las mitocondrias y los doroplastos, los cuaJes se cree que han evo- 
lucionado desde bacterias que vivian en celulas grandes. Las mitocondrias y los 
doroplastos tienen un tamaho similar al de las bacterias, y como etlas, se repro- 
ducen medianie su escision bipartita. Lo mas importante, es que las mitocon- 
drias y los doroplastos contienen su propio ADN, que codifica algunos de sus 
componentes, El ADN de las mitocondrias y doroplastos se replica cada vez 
que el organulo se divide r y los genes que contiene se transcriben dentro del 
organulo y se traducen en los ribosomas de este. Por lo tanto, las mitocondrias 
y los doroplastos contienen sus propios sistemas geneticos, que son diferentes 
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Figura 1.8 

Evolución de las celulas. Las celulas 
actuales evolucionaron desde un antepa- 
sado procariota comun a tres largas li- 
neas de descendencia, dando lugar a las 
argueobacterias, eubacterias, y eucario 
tas. Las mrtoeondrias y los cloroplastos 
tuvieron su orf gen en la asoctación sim- 
biótica entre las bacterias aerobias y las 
cianobacterias, respectivamente 1 eon los 
ancestros de las eucariotas. 
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TABLA 1.2. Contenido de ADN 
en las celulas 


Organismo 

Contenido de AON 
haploide (millones 
de pares de bases) 

Bacterias 

Mycoplasma 


0,6 

E. cod 


4.6 

Eucariotas unicelulares 


Saccharomyces 


12 

cerevisiae 

(levaduras) 

Dictyostelium 


70 

diseoideum 

Euglena 


3000 

Plantas 

Arabidopsis 


125 

thaiiana 

Zea mais (maiz) 


5.000 

Animales 

Caenorhabditis 


97 

elegans 

(nemalodo) 

Drosophita 


180 

metanogaster 
(mosca de la 
fruta) 

Polio 


1,200 

Pez cebra 


1.700 

Ratón 


3.000 

Hu ma no 


3.000 



5 /jm 


Figura 1.9 

Micrografia electrónica de barrido de Saccharomyces cerevł$iae. Micograffa eon 
coior artificiaL (Andrew Syed Sciene Photo Library Photo Researchers, Inc ) 


del genorna nuctear de la celula Adernas, los ribosomas y los ARN nbosómicos 
de estos organulos estan mas relacionados eon los bacterianos que aguellos 
codificados por los genomas nucleares de los eucariotas. 

En generał, se ha aceptado un origen endosimbiótico de estos organulos, 
suponiendo que la mitocondria ha evolucionado a partir de las bacterias aero- 
bias y los cioropłastos de las bacterias fotosinteticas, como las danobacterias. 
La adquisición de bacterias aerobtas podria provenir de u na celula aerobia eon 
la babilidad de lłevar a cabo un metabolismo oxidativo. La adquisición de bacte¬ 
rias fotosinteticas podria provenir de la independencie nutricional conseguida al 
desarrollar la totosintesis. Por tanio, estas asodaeiones endosimbióticas resufta- 
ron muy beneficiosas para sus asociados, que fueron seleccionados en el curso 
de fa evo!ución. A traves del tiempo, la mayoria de los genes originalmente pre- 
sentes en estas bacterias en aparienda pasaron a incorporarse dentro del geno¬ 
ma nuclear de la celula, asi que solamente algunos componentes de fas mitocon- 
drias y cioropłastos siguen siendo codificados por los genomas de los organulos. 


Dcsturollo de organismos multicelułares 


Figura 1. W 

Micrografia óptica de Amoeba pro- 
teus l (M. I. Walker/ Photo Researchers, 
Inc.) 



0,2 mm 


Muchos eucariotas son organismos unicelulares que, como las bacterias, se 
componen de celulas unicas capaces de su propia replicacion. Los eucariotas 
mas simples son las levaduras. Las levaduras son mas complejas que las bac¬ 
terias, pero mucho mas pequehas y simples que las celulas animafes o vegeta- 
les. Por ejempfo, la levadura hasta ahora mas estudiada Saccharomyces cere- 
Wsfeetiene un diametro aproximado de 6 ^m y contiene 12 millones de pares de 
bases de ADN (Fig. 1.9). Sin embargo, otros eucariotas unicelulares son celulas 
mucho mas complejas, algunas contienen tanio ADN como el que contienen las 
celulas h urna nas (Tabla 1.2). Estos incluyen organismos especializados para de¬ 
sarrollar gran variedad de funciones* incluyendo la totosintesis, el movimiento, y 
la captura e ingestión de otros organismos como alimento. La Amoeba proteus , 
por ejemplo, es una celula grandę y compieja Su volumen es 100.000 veces 
mayor que el de E. coli, y su longitud puede sobrepasar 1 mm cuando la celula 
esta completamente extendida (Fig. 1.10). Las amebas son organismos muy 
móviles que utilizan extensiones citoplasmaticas, llamadas pseudopodia o 
pseudópodos. para moverse y envolver a otros organismos, incluyendo bacte- 
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rias y levaduras, como alimento. Otros eucariotas unicelulares (las algas ver- 
des) contienen cloroplastos y son capaces de flevar a cabo la fotosintesis, 

Los organismos multicelulares evofucionaron de los eucaritas unicelulares 
hace al menos 1.700 millones de ańos, Algunos eucariotas unicelulares forman 
agregados multicelulares que parecen representar u na transie ión evolutiva des- 
de una unica celula a un organlsmo multicelular. Por ejempto, las celulas de 
muchas algas (por ej., el alga verde Voivox) se asocian unas eon otras para 
formar colonias multicelulares (Fig. 1.11), las cuales se cree que son los precur- 
sores evolutivos de las plantas actuales. El aumento de la especialización celu¬ 
lar determinó la transición de las colonias agregadas a los verdaderos organis¬ 
mos multicelulares. La continua especialización y la división de las funciones 
entre ias celulas de un organismo ha proporcionado la complejidad y diversidad 
observada en los muchos ttpos de celulas que componen las plantas y animales 
de hoy. incluyendoa los seres humanos. 

Las plantas se componen de menos tipos de celulas que los animales, perć 
cada tipo dlferente de celula vegetal esta especializada para desarrollar funcio¬ 
nes especificas requeridas por el organismo en su conjunto (Fig. 1.12). Las 
celulas vegetales estan organizadas en tres sistemas de tejidos princlpales: 
tejido basal, tejido dermico, y tejido vascular, El tejido basal contiene a las celu¬ 
las del parenquima, que lleva a cabo la mayona de las reacciones meiabólicas 



Figura 1.11 

Alga verde colonial. Las celulas indivi- 
duales de Voivox forman colonias que 
consisten en esferas huecas en fas que 
estan embebidas en una masa gelatinosa 
dentos o miles de celulas. (CabiscoA/i- 
suals Unlimited.) 


Figura 112 

Micrografias ópticas de celulas vegetales representativas. (A) Celulas del parenqui- 
ma, responsables de la fotosintesis y de otras reacciones metabólicas. (B) Celulas del co- 
lenquima, especiaiizadas para dar soporte y endurecer las paredes celulares. (C) Celulas 
epidermicas en la superficie de una hoja. (D) Los elementos de los vasos y las traqueidas 
son celulas afargadas que se disponen enfrentadas para formar los vasos del xilema. (A. 
Jack M. BastsackA/isuals Unlimited; B, A, J. KarpoffA/isuals Unlimited; C, Alfred Owczarzak/ 
Biologica! Photo Service; D, Biophoto Associates/Science Source/Photo researchers Inc.) 

(A) 



i__ j 

50 j/m 






14 • Sección I * Introducción 


de la planta, incluyendo la fotosmtesis. El tej ido basal tambien contiene dos 
tipos de celulas especializadas (celulas del colenquima y celulas del escle* 
renąuima) que se caraeterizan por paredes celulares gruesas y por proporcio- 
nar el soporte estructural de la planta. El tejido dermico cubre la superficie de la 
planta y esta compuesto por celulas epidermicas, que forman un revestimien- 
to de proteccion y permiten la absorción de nutrientes. Finalmente, el sistema 
vascular (el xilema y floema) esta formado por diversos tipos de celulas alarga- 
das, y es el responsable del transporte de agua y nutrientes a traves de la planta. 

Las celulas presentes en animales son considerablemente mas diversas 
que las de fas plantas. El cuerpo humano, por ejemplo, esta compuesto por mas 
de 200 tipos de celulas diferentes, consideradas generalmente como compo- 
nentes de los cinco tipos principales de tejidos: tejido epitelial, tejido conectivo, 
sangre, tejido nemoso, y tejido muscular (Fig. 1.13). Las celulas epiteliales 
forman laminas que cubren la superficie del cuerpo y delimitan los órganos in- 


(A) i Boca 



Figura 7 ,13 

Micrografias ópticas de celulas anima¬ 
les representativas* (A) Celulas epitelia- 
ies de la boca (una lamina multiestratifica- 
da gruesa), conducto biliar, e intesttno. (B) 
Los fibroblastos son celulas del tejido co- 
nectivo caracterizadas por su forma de 
huso alargado. (C) Eritrocitos, granuloci- 
tos. linfocitos, y monocitos en sangre ha¬ 
mana. [(A)i y (A)ii r G. W. Willis/biofogicaf 
Photo Service; (A)iii, Biophoto Associate¬ 
s/Photo Researchers, Inc.; B, Don W, 
FawcettA/isuals Unlimited; C, G. W. Willis/ 
Biological Photo Seryice.] 


(AJii Conducto biliar 




(A) iii Intestino 
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temos. Exfsten muchos tipos diferentes de celulas epiteliales, cada ona espe- 
cializada para una función especifica, incluyendo protección (la piel), absorción 
(por ej., fas celulas del intestino delgado), y secreción (por ej., celulas de la 
glandula salivar), El tejido conectivo incluye hueso, cartllago y tejido adlposo, 
cada uno de los cuales esta formado por diferentes tipos de celulas (osteoblas- 
tos, condrocitos, y adipocitos, respectivamente}. El tejido conectivo suelto que 
delimita eon fas capas epiteliales y rellena los espacios entre los órganos y 
łejidos del cuerpo esta formado por otrą tipo de celulas, los fibroblastos. La 
sangre contiene diferentes tipos de celulas, que funcionan en el transporte del 
oxigeno (glóbufos rojos, o eritrocitos), reacciones inflarnatorias (granulocitos, 
monocitos, y macrófagos), y la respuesta inmune (linfocitos). El tejido ner- 
vioso esta formado por celulas nerviosas, o neuronas, que estan altamente 
especializadas en la trasmisión de senales a traves del cuerpo, Varfos tipos de 
celulas sensoriales, como las celulas del ojo y el ofdo, estan aun mas especiali¬ 
zadas en la recepción de senales del ambiente. Finalmente, diferentes tipos de 
celulas musculares son responsables de la producción de fuerza y mov»miento. 
La evolución de los animales claramente implica el desarrollo de una diversidad 
y especializacłón considerable a nivel celular. Entender los mecanismos que 
controlan el crecimiento y diferenciación de estas celulas tan complejas y espe¬ 
cializadas, desde la fertilización de un solo huevo, es uno de los mayores desa- 
fios de la biologia celular y molecular contemporanea. 

Celulas como modelos experimentales 

Laevo!iición de las celulas actuales a partirde su antepasadocomuntiene impor- 
tantes implicaciones para !a biologia celular y molecular como ciencia experimen- 
tal. Debido a que las propiedades fundamentales de todas las celulas se han 
conservado durante !a evolución, los principios basicos obtenidos de los experi- 
mentos desarrollados eon un solo tipo de eelula son generalmente aplicables a 
otras celulas. Por otrą parte, debido a la diversidad de las celulas actuales, muchos 
de los experimentos son mas faciles de llevar acabo eon un tipo de celulas en lugar 
de otras. Se utilizan diferentes tipos de celulas y organ ismos como modelos experi- 
mentales para estudiar diversos aspectos de la biologia celular y molecular Las 
caractensticas de algunas de estas celulas que resultan particularmente venta- 
josas como modelos experimentales se discuten en las siguientes secciones. 

£. coli 

Debfdo a la simplicidad de su comparatiya, las celulas procariotas (bacterias) 
son los modelos ideafes para el estudio de los aspectos fundamentales de la 
biologia molecular y la bioquimlca. La especie de bacterias mejor estudiada es 
E. coli T que ha sido el organismo por excelencia en la investigadón de los meca¬ 
nismos basicos de la genetica molecular. La mayona de los conceptos actuales 
de la biologia molecular —incluyendo nuestra cormprensión sobre la replicación 
del ADN, el código genetico, la expresión genica y la smtesis de protemas— 
derivan de los estudios sobre esta humilde bacteria. 

E. coli ha resultado especialmente util para los biólogos moleculares debido a 
su relativa simplicidad y la facilldad para propagarse y ser estudiada en el laborato- 
rio. El genoma de E coli, por ejemplo, consiste en aproximadamente 4,6 millones 
de pares de bases y contiene aproximadamente unos 4.000 genes. El genoma 
humano es casi mil veces mayor (aproximadamente 3 billones de pares de bases) 
y se cree que contiene 30-40.000 genes (vease Tabła 1,2). El tamaho pequeho del 
genoma de E. coli (que se secuenció por compieto en 1997) pro porcie na claras 
ventajas para el analisis genetico. 

Los experimentos geneticos moleculares se ven facilitados por el rapido creci¬ 
miento de E coli bajo condictones de laboratorio predeterminadas. Bajo condicio- 
nes óptimas de cultivo, E. coli se divtde cada 20 minutos. Ademas, una población 
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Figura 1.14 

Colon ias de bacterias. Fotografia de 
colonias de E coli creciendo en la superf F 
cie de un medio de agar. (A. M. Siegel- 
manA/isuals Unlimited.) 


Figura 1.15 

Micrografia electrónica de Saccha- 
romyces cerevisiae. (David Scharf/Pe- 
ter Arnold, Ine.) 
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donica de E. coli , en la que todas las celulas se derivan de la división de una 
unica celula original, se puede aislar facilmente como una colonie en crecimiento 
en un medio que contenga agar semisólido (Fig. 1.14). Debido a que las colonias 
bacterianas que conttenen mas de 1G U celulas se pueden desarrollar en una no- 
che, la selección de variantes geneticas de una cepa de E. coli —por ejemplo, 
mutantes que son resistentes a un antiblotico, como la penicilina— es facil y 
rapida. La facilidad eon la que estos mutantes pueden ser seleccionados y ana- 
lizados resultó clave para el exito de los experimentos que definen los principios 
basicos de la genetica molecular, discutidos en el Capitulo 3. 

Las mezclas nutritivas en las que E coli se divide mas rapidamente incluyen 
glucosa, sales, y varios compuestos organicos, tales como aminoacidos, vitami- 
nas, y precursores de acidos nucleicos. No obstante, E. coli tambien puede 
crecer en un medio mucho mas simple que contenga solamente sales, una 
fuente de nitrógeno (como ef amomaco), y una fuente de carbon y energia 
(como la glucosa). En este medio, la bacteria crece un poco mas lenta (eon un 
tiempo de división de unos 40 minutos) ya que tiene que sintetizar todos sus 
aminoacidos, nucleótidos, y otros compuestos organicos. La habilidadde E. coli 
para llevar a cabo estas reacctones biosinteticas en un medio simple ha hecho 
que sea extremadamente util para e! deseubrimiento de los procesos bioqufmi- 
cos implicados, Portanto, el rapidocredmiento y los simples requisitos nutricio- 
nales de E coli han facilitado los experimentos fundamentales de la biologia 
molecular y la bioguimica 

Lezuuhims 

Aunque las bacterias han sido un modelo de valor incalculable para el estudio 
de muchas de las propiedades conservadas de las celulas, estas obviamente 
no pueden ser utilizadas para estudiar aspectos de la estructura y función celu- 
lares que son unicos de eucariotas. Las levaduras T los eucariotas mas simples. 
aportan numerosas ventajas experimentales similares a las de E coli , En eon- 
secuenda, las levaduras han proporcionado un modelo crucial para el estudio 
de muchos de los aspectos fundamentales de la biologia celular eucariota. 

El genoma de la levadura que eon mas frecuencia se ha estudiado, Saccha- 
romyces cerevisiae, consiste en 12 millones de pares de bases de ADN y con- 
tiene alrededor de 6.000 genes. Aunque el genoma de las levaduras es aproxi- 
madamente tres veces mayor que el de E. coli , resuita mas manejable que Jos 
genomas de eucariotas mas complejos, como el de los humanos. Incluso en su 
simplicidad. la cefula de !evadura exhlbe las caractensticas tipicas de las celu- 
las eucariotas (Fig. 1.15): Contiene un nucleodistinto rodeadopor una membra¬ 
na nuclear, su ADN genómico esta organizado en 16 cromosomas lineales, y su 
dtoplasma contiene un citoesgueleto y organulos subcelulares. 

Las levaduras pueden crecer eon facilidad en el laboratorio y pueden ser 
estudiadas bajo muchos de fos mismos protocolos geneticos moleculares que 
han resultado satisfactorios eon E coli. Aungue las fevaduras no se replican tan 
rapido como las bacterias, se dividen cada 2 horas y pueden crecer facilmente 
dando lugar a colonias a partir de una sola celula. Las levaduras se pueden 
utilizar en variedad de manipulaciones geneticas simifares a aquellas que se 
pueden realizar utilizando bacterias. 

Estas caractensticas han hecho a las levaduras las celulas eucariotas mas 
accesibles desde el punto de vista de la biologia molecular Las levaduras mutan¬ 
tes han resultado importantes para la comprensión de muchos procesos funda¬ 
mentales en eucariotas, incluyendo la replicación del ADN. transcripción, proce- 
samientode! ARN f ensambfaje de proteinas, y la regulación de la división celular, 
tal y como discutiremos en capitulos siguientes. La unidad de la biologia celular 
molecular se presenta clara debido al hecho de que los principios generales de la 
estructura y función ceiulares revefados por fos estudios de las levaduras se 
pueden aplicar a todas las celulas eucariotas. 
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Dictyostelium discoideum 

Dietyostełium discoideum es un moho celular de! I od o. el cual, como las levadu- 
ras, es un eueariota unicelular comparativamente simple El genoma de Dictyoste¬ 
lium es aproximadamente diez veces mayor que el de E. colt —mas complejo que 
el genoma de las levaduras pero considerablemente mas simple que los genomas 
de los eucariotas superiores—. Ademas, Dictyostelium puede crecer eon facilidad 
en el laboratorio y resulta susceptible a una variedad de manipulaciones geneticas. 

Bajo condiciones nutritivas abundantes, Dictyostelium vive como una ame¬ 
ba de una unica celula, que se alimenta de bacterias y levaduras. Es una celula 
móvil, y esta propiedad ha hecho que Dictyostelium sea un modelo impertante 
para el estudio de los mecanismos moleculares responsabfes de los movimien- 
tosde las celulas animales (Fig. 1.16). Porejemplo, la introducción de mutacio- 
nes apropiadas en Dictyostelium ha reveiado las funciones de varlos genes im- 
plicados en la movilidad celular. 

Otrą de las caractensticas interesantes de Dictyostelium es la habilidad de 
las celulas unicas para agregarse formando estructuras multicelulares. Si e! su¬ 
plementu adecuado de comida no esta disponible, las celulas se asocian para 
forrnar estructuras parecidas a lombrices llamadas babosas, cada una de ellas 
constituida por mas de 100.000 celulas que funcionan como una unidad. Dict¬ 
yostelium se situa por tanto en la frontera entre los organismos unicelulares y 
multicelulares, proporcionando un modelo importante para los estudios de se- 
ńalización celular e interacciones celula-celula. 

Cacno rh abditis ełegans 

Los eucariotas unicelulares Saccharomyces y Dictyostelium son modelos inv 
portantes para el estudio de las celulas eucariotas, pero entender el desarrollo 
de los organismos multicelulares requiere los analisis experśmentales de pian- 
tas y animales, organismos que son mucho mas complejos. El nematodo Cae- 
norhabditis etegans (Fig. 1.17) posee diversas caractensticas notables que 
hacen que sea uno de los modelos mas utilizados en los estudios de desarrollo 
animal y diferenciación celular. 

Aunque el genoma de C. elegans (aproximadamente 100 millones de pares 
de bases) es mayor que los eucariotas unicelulares, es mas simple y mas mane- 
jable que los genomas de la mayoria de los animales. Su secuencia ha sido de- 
terminada por completo, revelando que el genoma de C. elegans ccntiene aproxi- 
madamente 19.000 genes —alrededor de tres veees mas que el numero de 
genes de levaduras, y un quinto del numero de genes previsibles en humanos--. 
Biológieamente, C. elegans es tambien un organismo multicelular re!ativamente 
simple: Las lombrices aduftas solamente se componen de 959 celulas somati- 
cas t y de i 000 a 2,000 celulas germinales. Ademas, C. elegans puede ser repro- 
ducida eon facilidad y ser sometida a manipulaciones geneticas en el laboratorio. 

La simplicidad de C. elegans ha permitido que el curso de su desarrollo se 
haya estudiado en detalle mediante observación microscópica. Estos analisis 
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Figura 1.16 

Dyctiostełium discoideum. Estas foto- 
grafias muestran el movimiento de dos 
amebas durante 40 segundos. (Cortesia 
de David Knecht. University of Connecti¬ 
cut.) 


Figura 1.17 

Caenorhabditis elegans . (De J. E. Suls- 

ton y H. R. Hon/itz, 1977. Dev . BioL 56: 
110 .) 
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Figura 1.18 

Drosophiła mełanogaster. (Darwin Dale/ 
Photo Researchers, Inc ) 


Figura 1.19 

A rabidopsis thaliana. (J e re m y B u rge s s/ 

Photo Researchers, Inc.) 



han trazado satisfactoriamente el origen embrionario y el Itnaje de todas las 
celulas en la lombriz adulta. Los estudios geneticos tambien han identificado 
algunas de las mutaciones responsabies de anormalidades del desarrollo, condu- 
ctendo al aislamiento y descripción de genes claves que controlan el desarrollo y 
diferenciación del nematodo. Cabe destacar que se han encontrado similares 
genes que funcionan en animales complejos (incluyendo humanos), resultando 
C. elegans un importante modelo para los estudios del desarrollo animal. 

Drosophiła mełanogaster 

Af igual que C, ełegans. la mosca de la truta Drosophiła mełanogaster (Fig 1.18) 
ha sido un modelo de organismo crucial en la biologia del desarrollo. El genoma 
de Drosophiłae s similaral tamańodel genoma de C. ełegans , pudiendose man- 
tener y reproducir facilmente en el laboratorio. Ademas, el corto ciclo de repro- 
ducción de Drosophiła (unas 2 semanas) la convierte en un organismo muy uti! 
para los experimentos geneticos. Muchos conceptos fundamentales de la gene- 
tica —como la relación entre genes y cromosomas— se deriyaron de los estu¬ 
dios en Drosophiła a principios del siglo veinte (vease el Cap, 3). 

Los exhaustivos analisis geneticos en Drosophiła han descubierto muchos de 
los genes que controlan el desarrollo y la diferenciación, siendo los metodos actua- 
les de la biologia molecular los que han permitido el analisis en detalle de las fun- 
ciones de estos genes. Como consecuencia, los estudios de Drosophiła han permi¬ 
tido avanzar en el entendimiento de los mecanismos moleculares que gobiernan el 
desarrollo animal. particularmente respecto a la formación del cuerpo de organismos 
multicelulares complejos. AJ igual que C. ełegans, en vertebrados existen genes 
y mecanismos similares, validando el uso de Drosophiła como u no de los modę- 
los experimentales mas importantes de la biologia contemporanea del desarrollo. 

Arabidopsis tha/iana 

El estudio del desarrollo y la biologia molecular yegetal es un campo activo y en 
expansión de considerable importancia económica al igual que de interes inte- 
lectual. Desde que los genomas de las plantas cubren una dimensión de comple- 
jidad comparable a los genomas animales (vease ia Tabla 1 2), un modelo óptimo 
para el estudio del desarrollo vegetal seria un organismo relatlvamente slmple 
que poseyera alguna de las ventajas de C. ełegans y Drosophiła. . La pegueńa 
planta eon flor Arabidopsis thałiana (Fig. 1.19) recoge estos criterios, por lo 
que se utiliza como modelo para el estudio de ia biologia molecular en plantas. 

Arabidopsis resulta notable por su genoma de tan solo unos 120 millones de 
pares de bases que contiene aproximadamente 15.000 genes diferentes —una 
complejidad similar a la de C. elegans y Drosophiła. Ademas, la Arabidopsis es 
facil de cultivar en el laboratorio, y ya se han desarrollado metodos para su 
manipufación genetica molecular. Estos estudios han l!evado a la identificación 
de genes implicados en varios aspectos del desarrollo vegetal, como es el de¬ 
sarrollo de las flores. El analisis de estos genes indiea la existencia de numero- 
sas similitudes, pero tambien diferencias notables, entre los mecanismos que 
controlan el desarrollo de vegetaies y animales, 

Yertebrados 

Los animales mas complejos son los yertebrados, incluyendo a los humanos y 
otros mam iferos. El genoma humano se compone aproximadamente de 3 billones 
de pares de bases — alrededor de 30 veces mas que los genomas de C, ełegans , 
Drosophiła , o Arabidopsis — y contiene 30-40.000 genes. Ademas, el cuerpo hu¬ 
mano se compone de mas de 200 clases diferentes de tipos de celulas especializa- 
das. Esta complejidad hace que los yertebrados sean dificiles de estudiar desde el 
punto de vista de la biologia celular y molecular, aunque la mayoria del interes de 
las ciencias biológicas nace del deseo de entender ef organismo humano. Ademas, 
entender muchas de las cuestiones sobre la importancia de la practica inmediata 
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(por ej. T en medicina) deben estar basadas en estudios de celulas 
humanas (o estrechamente relacionadas). 

Un avance importante en el estudio de celulas humanas y de 
los mamiferos es el crecimiento de celulas aisladas en cultivo, don- 
de pueden ser manipuladas bajo condiciones de laboratorio contro- 
ladas, El uso de celulas cu!tivadas ha permitido realizar estudios 
sobre diversos aspectos de la biologia celular de los mamiferos, 
induyendo experimentos que han iluminado los mecanismos de la 
replicación del ADN, expresión genica, sintesis y procesamiento 
de protemas, y división celular Ademas, la habilidad de cultivar 
celulas en un medio gmmico defintdo ha permitido realizar estudios 
sobre los mecanismos de sehales que normalmente controlan e! 
crecimiento y la diferenciación celular en el organismo intacto. 

Las propiedades especializadas de algunostipos de celulas al- 
tamente diferenciadas han hecho de ellas importantes modelos 
para ei estudio de aspectos determinados de la biologia celular. 

Las celulas musculares, por ejemplo, estan altamente especializadas para real#- 
zar la contracción, produciendo fuerza y movimiento. Debido a esta especializa- 
ción, las celulas musculares son un modele crucial para el estudio del movimiento 
celular a nivel molecular, Otro ejemplo to proporciona las celulas nerviosas 
(neuronas), que estan especializadas en la conducción de sehales electrogui- 
micas a larga distancia. En humanos, fos axones de las celulas nerviosas pue¬ 
den tener mas de un metro de largo, y algunos invertebrados, como el calamar, 
tienen neuronas gigantes eon axones de hasta 1 mm de diametro, Debido a su 
estructura y función tan especializadas, estas neuronas gigantes han sido im¬ 
portantes modelos en el estudio del transporte de iones a traves de la membra¬ 
na, y del papel del citoesgueleto en el transporte de organulos citoplasmaticos. 

La rana Xenopus faevis es un modelo importante para los estudios del de¬ 
sa rrollo tern prano de los vertebrados, Los huevos de Xenopus son normalmen¬ 
te grandes celulas, eon un diametro aproximado de 1 mm (Fig. 1.20). Debido a 
que estos huevos se desarrollan fuera de la mądre, todas las etapas del desa- 
rrollo desde el huevo hasta el renacuajo $e pueden estudiar eon facilidad en el 
laboratorio. Ademas, los huevos de Kenopus se pueden obtener en grandes 
cantidades, facilitando el analisis bioquimico. Gracias a estos avances tecnicos, 
se ha utilizado Xenopus ampliamente en estudios sobre el desarrollo biológicoy 
ha proporcionado importantes deseubrimientos en los mecanismos que contro¬ 
lan el desarrollo, diferenciación, y división celular del embrion. 

El pez cebra (Fig, 1,21) posee numerosas ventajas para los estudios geneti- 
cosdel desarrollo de los vertebrados. Este pegueho pez es facil de manteneren 



1 mm 


Figura t20 

Huevos de la rana Kenopus faeuis. 

(Cortesia de Michael Danilchik y Kimberly 
Ray.) 



Figura i.21 

Pez cebra. (A) Embrion do 24 horas. 
(B) Pez adulto. (A, cortesia de Charles 
Kimmel, University of Oregon; B r cortesia 
de S, Kondo). 
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Figura 1.22 

El ratón como modelo del desarrollo 
humano. Nino y ratón muestran defectos 
similares en la pigmentación (piebaldis- 
mo) como resultado de mutaciones en un 
gen necesario para la migración norma! 
de los melanocitos (celulas responsables 
de ta pigmentación de la piel) durante el 
desarrollo embrionano. (Cortesiade R. A. 
Fleischman, MarKey cancer Center, Uni- 
versity of Kentucky.) 




el laboratorio y se reproduce eon rapidez. Ademas, los embriones se desarro- 
lian fuera de la mądre y son transparentes, por lo que las primeras etapas del 
desarrollo pueden ser observadas eon claridad. Se han desarrollado metodos 
poderosos para facilitar el aislamiento de las mutaciones que afectan al desa¬ 
rrollo del pez cebra, consiguiendo la identificación de varios cientos de estas 
mutaciones, Ya que el pez cebra es un vertebrado de factl estudio, promete ser 
el puente entre los humanos y los sistemas mas simples de invertebrados, 
como C ■ eiegans y Drosophila , 

Entre los mamiferos, el ratón es el mas manejable para los analisis geneti- 
cos, lo cual se facilitara eon la reciente finalización de la secuenciación del ge- 
noma del ratón, Aunque las dificultades tecnicas de estudio de la genetica del 
ratón (comparada, por ejemplo, a la genetica de las levaduras o Drosophifa) son 
tnmensas, se han identificado varias mutaciones que afectan al desarrollo del 
ratón. Mas importantes aun son, los recientes avances en la biologia molecular 
que han permitido la producción de ratones transgenicos, en los que se han 
introducido genes mutantes especificos en la linea germinal del ratón, por lo 
que sus efectos en et desarrollo u otros aspectos de !a función celular pueden 
ser estudiados en el contexto del animal compteto. La manejabilidad del ratón 
como modelo del desarrollo humano se corresponde eon el hecho de que las 
mutaciones en genes homólogos dan tugar a defectos del desarrollo similares 
en ambas especies; el piebaldismo es un ejemplo claro (Fig. 1.22), 


(nstrumentos de la biologia celular 

Como en todas las ciencias experimentales, la investigación en biologia celular 
depende de los metodos de laboratorio que se puedan utilizar para estudiar la 
estructura y función celulares. Muchos avances importantes sobre el funciona- 
miento de las celulas han conducido directamente al desarrollo de nuevos me¬ 
todos de tnvestigación. La apreciación de los instrumentos experimentales dis- 
ponibles para el biólogo celular resulta por tanto critica para entender el estado 
actua! y futuro de las direcciones de este area de la ciencia que se mueve eon 
tania rapidez. Algunos de los metodos generales importantes de la biologia ce¬ 
lular estan desentos en secciones siguientes. Otros avances eKperimentales, 
que incluyen los metodos de la bioguimica y de ta biologia molecular, se discuti- 
ran en capitulos postenores. 
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Microscopta óptica 

Debido a que la mayona de las celulas son demasiado pequehas para ser ob- 
servadas a simple vista. el estudio de las celulas ha dependido primordialmente 
del uso del microscopio. Es mas, el descubrimiento real de las celulas surgió del 
desarrollo del microscopio: Robert Hooke fue e! primero que acuhó el termino 
de «celu!a» siguiendo sus observaciones de una pieza de corcho eon un simple 
microscopio óptico en 1665 (Fig. 1.23). Utilizandoun microscopio que ampliaba 
los objetos hasta 300 veces su tamano real, Antony van Leeuwenhoek, en 1670 
y ańos posteriores, fue capaz de observar diferentes tipos de celulas. incluyen- 
do esperma, glóbulos rojos T y bacterias. La propuesta de la teoria ceiular plan- 
teada por Matthias Schleiden y Theodor Schwann en 1838 debe tomarse como 
el nacimiento de la biologia ceiular contemporanea. Los estudios microscópicos 
de tejido vegetal por Schleiden y los de tejido animal por Schwann condujeron a 
la misma conclusión: Todos los organismos estan compuestos por celulas. Mas 
tarde, se reconoció que las celulas no se forman de novo sino que emergen 
unicamente por la divssión de las celulas preexistentes. Por tanto, la ceiula con- 
siguió su actual reconocimiento como la unidad fundamental de todos los orga¬ 
nismos vivos debido a las observaciones realizadas eon el microscopio óptico. 

El microscopio óptico continua siendo un instrumentu basico para los biólo¬ 
gos celulares, que eon mejoras tecnicas permiten la visualización de los deta- 
lles aumentados de la estructura ceiular, Los microscopios ópticos contempora- 
neos son capaces de aumentar los objetos hasta u nas mil veces, Dado que la 
mayona de las celulas se eneuentran entre 1 y 100 /<m de diametro, pueden ser 
observadas en el microscopio óptico, como pueden ser tambien algunos de los 
organ u los subcelulares, como el nucleo, los cloroplastos, y las mitocondrias. 
Sin embargo, el microscopio óptico no es to suflcientemente poderoso para ob- 
servar pequehos detalles de la estructura ceiular, cuya resolución —la capaci- 
dad de un microscopio para distinguir objetos separados por pequeńas distam 
cias— es mucho mas importante que el aumento. Las imagenes se pueden 
aumentar tanto como se desee (por ejemplo, mediante la proyección en una 
pantalla grandę), pero tal aumento no inerementa el nivel de detalle que se 
puede observar, 

El limite de resolución del microscopio óptico es aproximadamente de 0,2 m; 
dos objetos separados por menos de esta distancia aparecen como una unica 
imagen T en lugar de distinguirse una de otrą. Esta limitación teórica de la mi- 



Figura 1,23 

Estructura ceiular del corcho. Una re- 

producción de un dibujo de Robert Hooke 
de una lamina de corcho examinada eon 
un microscopio óptico. Las «celuias» que 
Hooke observó fueron en realidad las pa- 
redes celulares que quedan cuando las 
celulas han muerto hace tiempo. 



Figura 1,24 

Aportura numerica. La luz se enfoca en 
la muestra mediante la lente condensado- 
ra y se recoge en la lente del objetiuo del 
microscopio. La apertura numerica esta 
determinada por el angulo del cono de la 
luz que entra en el objetivo de la lente (a) y 
por el indice de refracción del medio (nor- 
malmente agua o aceite) entre la lente y la 
muestra. 
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croscopfa óptica esta determinada por dos factores —la longitud de onda (/) de 
la luz visible y ei poder de captación de luz de las lentes del mieroscopio (apertu- 
ra numerica, AN) “de acuerdo eon la siguiente ecuación; 


0,61 k 


Resolución = , - 

AN 


La longitud de onda de la luz visible es de 0.4 a 0,7 /<m r por lo que el valor de / 
se calcula en 0,5 /*rrt para el mieroscopio óptico. La apertura numerica puede pre- 
verse como el tamańo del cono de luz que entra en la lente del mieroscopio des- 
pues de pasar a traves de la muestra (Fig. 1.24). Esto se obtiene de la ecuación 


AN = // sen a 


donde ij es el indice de refracción del medio a travśs del cual la luz viaja entre la 
muestra y la lente. El va!or de tj para el aire es de 1,0, pero puede aumentar hasta 
un maximo aproximado de 1,4 utilizando una lente inmersa en aceite para ver la 
muestra a traves de una gota de aceite. El angulo y corresponde a la mitad de la 
anchura del cono de luz recogido por la fente. El valor maximo de y. es de 90 , en 
el que el sen y, = 1, por lo que ef valor mas aito de la apertura numerica es de 1,4. 

El limite teórico de resolución del mieroscopio óptico se puede por tanto 
calcular de la siguiente forma: 



Resolución = 


Los microscopios capaces de llegar a este nivel de resolución se oonsiguieron 
fabricar a finales del siglo diednueve; no se pueden esperar en estos aspectos 
nuevas mejoras de la microscopia óptica. 

Rutinariamente se utilizan diferentes tipos de microscopia óptica para estu- 
diar varios aspectos de la estructura celular. El mas simple es ei microscopro 
de eampo luminoso, en el que fa luz pasa directamente a traves de la ceiula y 
en ef que la habilidad para distinguir las diferentes partes de la celufa depende 
del contraste que se obtiene de la absorcfón de la luz visible por fos componentes 
celulares. En muchos casos, las celu las se tirien eon tintes que reaccionan eon 
proteinas y acidos nucleicos para resaltar el contraste entre las diferentes partes 
de la cefula Antes de tehir, las muestras son normalmente tratadas eon fijadores 
(como el alcohol, acido acetico, o formaldehido) para estabilizar y conservar sus 
estructuras. El examen de fos tejidos fijados y teńidos mediante el mieroscopio 


Micrografm de campo luminoso de tejL 
do teriido. Sección de un tumor renal be^ 
nigno. (G. W. Wiliis/Servicto de Fotografia 
Biológica.) 


Figura F25 
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Figura F26 

Observación microscópica de celu las vivas, Microfotografsas de cślulas bucales huma- 
nas obtenidas eon (A) campo luminoso, (B) contraste de fases, (G) microscopia de interte- 
rencia-eontraste diferencial. {Cortesia de Mort Abramowitz, Olympus america, Inc.) 

de campo luminoso es la practica estandar para analizar las muesiras de tejidos 
en los laboratorios histológicos {Fig. 1,25). Tales procedimientos de tinción ma- 
tan a las celulas, no obstanie, y por tanio no resultan apropiados para muchos 
experimentos en donde se desea una observación de celulas vivas. 

Sin la tinción, el paso directo de la luz no proporciona el contraste suficiente 
para distinguir muchas de las parłeś de la celula, limitando la utilldad del micros¬ 
copio de campo luminoso. No obstanie, las variaciones ópticas de! microscopio 
óptico se pueden utilizar para potenciar el contraste entre las ondas de luz que 
pasan a traves de regiones de la celula eon diferentes densidades. Los dos meto- 
dos mas comunes para la yisualización de celulas vivas son la microscopfa de 
contraste de fases y !a microscopia de interferencia-contraste diferencial 
(Fig, 1*26). Los dos tipos de microscopia utilizan sistemas ópticos que convier- 
ten las variaciones de densidad o grosor entre las diferentes partes de la cólula 
en diferencias de contraste que se pueden apreciar en la imagen finał. En la 
microscopia de campo luminoso, las estructuras transparentes {como el nu- 
cleo) presentan poco contraste porque absorben pobremente la luz. Sin embar¬ 
go, la luz disminuye cuando pasa a traves de estas estructuras por lo que su 
fasę se altera en comparación a la luz que ha pasado a traves det citoplasma 
que las rodea. Las microscopias de contraste de fases y de interferencia-con¬ 
traste diferencial convierten estas diferencias de fasę en diferencias de contras¬ 
te, mejorando de ese modo las imagenes de las celulas vivas sin tenir, 

El poderdel microscopio óptico se haextendido mediante el uso de camaras 
de video y ordenadores para el andlisis y procesamiento de imagenes. Tales 
sistemas de procesamiento de imagenes pueden potenciar sustanciaimente el 
contraste de las imagenes obtenidas eon el microscopio óptico, permitiendo la 
yisualización de objetos pequeńos que de otrą forma no hubieran podido ser 
detectados. Por ejemplo, la microscopia de interferencia-contraste diferen¬ 
cial video potenciada ha permitido la visuallzación del movimiento de los orga- 
nulos a lo largo de los microtubulos, que son filamentos de proteinas dtoesque- 
leticas eon un diametros de tan solo 0,025 (Fig. 1.27). Sin embargo, esta 
poteneiación no consigue llegar al Ifmite teórtco de resolución del microscopio 
óptico, aproximadamente 0,2 ;^m. Por tanto, aunque la poteneiación por vfdeo 
permite la visualización de los microtubulos, aparecen como imagenes turbias a 
menos de 0,2 /<m de diametro y un microtubulo sndividual no puede ser distingui- 
do de un haz de estructuras adyacentes. 

La microscopia óptica se ha !levado al nivel del analisis molecular mediante 
metodos que marcan moleculas especificas y que pueden ser visua1izadas den- 
tro de las celulas. Genes especificos o transcritos de ARN se pueden detectar 
mediante hibridación eon sondas de acidos nucleicos de secuencia comple- 
mentaria, y las proteinas pueden detectarse usando antieuerpos apropiados 
(vease el Cap. 3). Tanto las sondas de acidos nucleicos como los antieuerpos 
se pueden sehalar eon variedad de marcadores que permitan su visualización 
en e! microscopio óptico, permitiendo determinar la localización de moleculas 
especificas en celulas individuales. 

La microscopia de fluorescencia se utiliza extensamente y es un metodo 
muy sensible para el estudio de la distribución intraceluiar de las moleculas (Fig. 
1.28). Se utiliza una tinción fluorescente para marcar las moleculas que intere- 


Figura 127 

Microscopia de interferencia-contraste diferencial potenciada eon video. El proce¬ 
samiento de una imagen electrónica permite la visualización de microtubulos individuales, 
(Cortesia de E. D. Salmon. University of North Garoiina, Ghapel Hi II.) 
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Figura 1.23 

Microscopia de fluorescencia. (A) La 

luz pasa a travśs de un filtra de exciłación 
para seleccionar la luz de la longitud de 
onda (por ej,, azul) que excita el tinte fluo- 
rescente, Despues un espejo dicroico 
desvia la luz excitada hacia la muestra. 
La luz fłuorescente emitida por la mues¬ 
tra (por ej., verde) pasa a traves de un 
espejo dicroico y un segundo filtro (el fil¬ 
tra barrera) para seleccionar la luz de lon¬ 
gitud de onda emitida por el tinte, (B) Mi- 
crografia fłuorescente de un pufmón de 
tritón en el que el ADN esta teńido de 
azul y los microtubulos en el citoplasma 
de verde. (Conly S. Rieder/Biological 
Photo Sernice.) 


- Pieza ocular 


- Filtro barrera 


_^ Espejo dicroico 

^,-Luz fłuorescente 
Lente del obje1ivo 

Muestra 
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san tanto en celulas fijadas o vivas. La tinclón fłuorescente es una molecula que 
absorbe la luz a una longitud de onda y emite luz a una segunda longitud de 
onda. Esta fluorescencia se detecta mediante la iluminación de la muestra eon 
una luz de una longitud de onda que excita a! tinte fłuorescente, usandose mas 
tarde filtros apropiados para detectar la longitud de onda especifica que emite el 
tinte. La microscopia fłuorescente se puede utilizar para estudiar una gran va- 
riedad de moleculas dentro de las celulas. Una de las aplicaciones mas freeuen- 
tes es la senalización de antieuerpos eon tintes fluorescentes dirigidos contra 
una proteina especifica, de manera que se pueda determinar la distribudón 
intracelular de la proteina. 

Un avanee reciente importante en la microscopia de fluorescencia ha sido el 
empleo de la proteina verde fłuorescente (GFP: green fłuorescent protein) 
de las medusas para visualizar proteinas en el interior de celulas vlvas. La GFP 
puede fusionarse eon cualquier proteina de interes mediante metodos estandar 
de ADN recombinante, y la proteina marcada eon GFP puede a continuación 
introduclrse en celulas y detectarse por microscopia de fluorescencia, sin nece- 
sidad de fijación y tinción de tas celulas tal y como se necesitana para la detec- 
ción de proteinas mediante eł uso de antieuerpos, Gracias a su versatilidad, el 
uso de GFP esta muy extendtdo en biologia celulan y ha sido empleada para 
seguir la localizacion y movimientos de una amplia variedad de proteinas en el 
interior de celulas vivas {Figura 1.29). 


Figura 1.29 

Microscopia de fluorescencia de una proteina mar¬ 
cada eon GFP, Una proteina mitocondrial fusionada 
eon GFP fue introducida en celulas hurrtanas en cultivo y 
visualizada por microscopia de fluorescencia. (Cortesia 
de BD Biosciences CJontech.) 
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Figura 1,30 

Microscopia conlocal. Un punto de luz es enfocado en la muestra a u na distancfa deter- 
minada, y la luz fluorescente emitida se recoge en un deteetor. Antes de alcanzar el detec- 
tor. la luz fluorescente emitida por la muestra debe pasar a traves de una apertura confo- 
cal situada en el punto en que la luz emitida desde la distancia elegida de la muestra se 
enfoca, Como resultado, solamente se detecta la luz enfocada emitida desde la distancia 
elegida del especimen. 


La microscopia confocal combina la microscopia fluorescente eon el anali- 
sis electrónico de la imagen para obtener imagenes tiidimensionales, Un peque- 
no punto de luz, normalmente producido por un laser, se enfoca en la muestra a 
una profundidad determinada, La luz fluorescente emitida se recoge utilizando un 
deteetor, como una video camara. Antes de que la luz emitida alcance el deteetor, 
esta debe atravesar el agujero de una aguja (llamado apertura focal) situada pre- 
cisamente en el punto donde la luz emitida desde la profundidad elegida de la 
muestra es enfocada (Fig, 1,30). Por tanio, solamente la luz emitida desde el 
piano de enfogue es capaz de alcanzar el deteetor. El barrido a lo largo de la 
muestra genera una imagen de! piano de enfogue en dos dimensiones, una ima¬ 
gen mucho mó$ detallada que la obtenida eon la microscopia fluorescente habi- 
tual (Fig. L31), Adernas, es posible fundir una serie de imagenes obtenidas a 
distintas profundidades para reconstruir una imagen tridimensional de la muestra. 
La microscopia de excitación multifotónica es una altemativa a la micros- 
copia tridimensional que tambien puede aplicarse a las celulas vivas. La muestra 
se ilumina eon una luz de una iongitud de onda tal que la excitación del tinte 
fluorescente reguiera !a absorción simuitanea de dos o mas fotones (Fig 1.32), La 
probabiiidad de que los dos fotones exciten simultaneamente al tinte fluorescente 
solamente es importante en e! punto de ia muestra en el que el laser esta enfoca¬ 
do, de tal manera que la fluorescencia salo se emite desde el piano de enfogue de 
la luz, Esta potente excitación automaficamente proporciona una solución tridi¬ 
mensional. sin necesidad de que la luz emitida atraviese la apertura de una aguja, 
como en la microscopia confocal. Adernas, la localización de la excitación reduce 
el dano de la muestra, permitiendo imagenes tridimensionales de cólulas vivas. 
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Microscopta electrónica 

Debidoa la limitada resolución del mfcroscopio óptico, el analisis de los detalles 
de la estructura celular ha necesitado una tecnica de microscopia mucho mas 
poderosas, llamada microscopia electrónica, que fue desarrollada en los ańos 



Figura 1.31 

Micrografia confocal de celulas humanas. Microtubulos y fiiamen- 
tos de actina aparecen lenietos eon colorantes fluorescentes rojo y ver- 
de, respectivamente. (K. G. Murti/ Visuals Unlimited.) 
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Figura 1.32 

Microscopia por excitación de dos fo- 
tones. Se requiere la absoreión simultd- 
nea de dos fotones para excitar et tinte 
fluorescente. Esto solo sucede en el punto 
de la muesira donde se enfoca la luz, de 
tal forma que la luz fluorescente solo se 
emite desde ła distancia elegida de la 
muestra. 
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Figura 1.33 

Tmción positiva. Micrografta de trans¬ 
misión de electrones de un globulo blanco 
tenido positivamente. (Don W. Fawcet/Vi- 
suals Unllmited.) 


1930 y apficada por primera vez a muestras biológicas por Albert Claude, Keith 
Porter y George Palade en los ańos 1940 y 1950. EJ microscopio electrónico 
puede alcanzar una resolución mucho mayor que la obtenida eon el microsco¬ 
pio óptico puesto que la longitud de onda de tos electrones es menor que la de la 
luz. La longitud de onda de los electrones en un microscopio electrónico puede 
ser de hasta 0,004 nm —alrededor de 100,000 veces mas corta que la longitud 
de onda de la luz visible—. Teoricamente, esta longitud de onda puede alcanzar 
una resolución de 0,002 nm, pero tal resolución no ha podido obtenerse en la 
practica, puesto que no solo esta determinada por la longitud de onda sino tam- 
bien por la apertura numerica de la lente del microscopio. La apertura numerica 
es un factor limitante para la microscopia electrónica puesto que las propieda- 
des inherentes de las lentes electromagneticas limitan sus angulos de apertura 
alrededor de 0 f 5 grados, correspondientes a aberturas numericas de solo 0,01. 
Por tanto, bajo condiciones óptimas, el poder de resolución del microscopio 
electrónico es aproximadamente de 0,2 nm. Ademas, la resolución que se puede 
obtenercon muestras biológicas esta limitada por la falta de contraste inherente. 
En consecuenda, en muestras biológicas el limite practico de resolución para el 
microscopio electrónico es desde 1 a 2 nm, Aunque esta resolución es mucho 
menor que la predicha por la longitud de onda de los electrones, representa una 
mejora de mas de cień veces del poder de resolución del microscopio óptico. 

En eJ estudio de las celulas se utilizan dos tipos de microscopia electrónica 
—transmisión y barrido. En principio, la microscopia electrónica de transmi- 
sión es similar a la obsen/ación de celulas tehidas eon sales de metales pesa- 
dos. que proporcionan contraste mediante los electrones dispersos, Un haz de 
electrones pasa a traves de la muestra y se enfoca para formar una imagen en 
una pantalla fluorescente. Los electrones que chocan eon un ión de metal pesa- 
do cuando pasan por las muestra se reflejan y no contribuyen a la imagen finał, 
de tal forma que las zonas tehidas de la muestra aparecen oscuras, 

Las muestras que se van a analizar por microscopia de transmisión de elec¬ 
trones se pueden prepararcon tintes positivos o negativos. En la tinción positi- 
va, las muestras de fejido se cortan en secctones finas y se tińen eon sales de 
metales pesados {como el tetróxido de osmio, acetato de uranilo T y citrato de 
plomo) que reaccionan eon Ifpidos, proteinas, y acidos nucleicos. Estos iones 
de metales pesados se unen a gran variedad de estructuras celulares, que apa¬ 
recen oscuras en la imagen finał (Fig. 1,33), Los procedimientos de tinción posi- 
tiva tambien se pueden utilizar para identificar macromoleculas especificas 
dentro de las celulas. Porejemplo, losanticuerpos marcados eon metales pesa¬ 
dos densos en electrones (como particulas de oro) se utilizan eon frecuencia 
para determinar la localización subcelular de proteinas especificas eon el mi¬ 
croscopio electrónico. Este metodo es similar al uso de antieuerpos marcados 
eon tintes fluorescentes en la microscopia fluorescente. 
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Figura 1.34 

Tinción negativa. Micrografia de trans¬ 
misjo rt de electrones de filamentos de ac- 
tina teńidos negativamente. (Cortesia de 
Roger Craig, University of Massachusetts 
Medical Center.) 


La tinción negativa resulta util para la visualizacion de estructuras biológicas 
intactas, como las bacterias, los organulossubcelulares aislados, y macromole- 
culas (Fig; 1.34}- En este metodo, la muestra biológica se deposita en una lami¬ 
na, permitiendo que una gota de metal pesado rodee su superficie. La muestra 
sin teńir se rodea eon una lamina densa en electrones, produciendo una imagen 
en la que ta muestra aparece dera en contra de un fondo oscuro. 

El sombreado de metal es otrą tecnica que se utiliza para visualizar la super- 
ficie de estructuras subcelulares aisladas o macromoleculas en el microscopio de 
transmisión de electrones (Fig, 1.35). La muestra se cubre eon una fina capa de 
metal evaporado. como el platino. Se pulveriza el metal en la muestra desde un 
determinado angulo. de tal manera que las superficies de la muestra que se en- 
cuentran defrente al pulverizador de moleculas de metal evaporadas se cubren 
mas que las otras. Esta diferencia de envo!tura crea un efecto de sombra, dan- 
do a la muestra una apariencia tridimensional en las micrografias electrónicas. 

La preparación de las muestras mediante la separación por congelación o 
criofractura, en combinación eon el sombrado de metal, ha resultado particu- 
larmente importante en los estudios de la estructura de la membrana. Las mues¬ 
tras se congelan en nitrógeno liquido (a -196 C) y se separan eon el filo de un 
bisturi. Et proceso eon freeueneia separa la bieapa lipidica, mostrando las caras 
interiores de la membrana celuiar (Fig. 1.36). La muestra se sombrea mas tarde 
eon platino, y el materiał biológico se disuelve en acido, produciendose una replica 
de metal de la superficie de la muestra. El examen de tales replicas en el micros¬ 
copio electrónico revela muchas alteraciones de la superficie, que corresponden 
a las proteina© que ocupan la bieapa lipidica. Una variación de la separación por 
congelación llamada grabado por congelación permite la observación de fas 
superficies externas de las membranas celulares ademas de sus caras internas. 


Figura 1.35 

Sombreado de metal. Micrografia elec- 
trónica de filamentos de actina/miosina 
doi citoesqueleto p repa rada mediante 
sombreado de metal. (Don W. Fawcett, J 
Heuser/Phofo Researchers, Inc.) 
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Figura F36 

Separación por congelacióru (A) La se- 

paración por congelación divide la bicapa 
lipidica, dejando las protefnas embebidas 
en la membrana asociadas a una de las 
dos partes de la membrana. (B) Mierograffa 
de las membranas plasmaticas de dos ce¬ 
lu las adyacentes separadas por congela- 
ción. Las protemas que cubren la bicapa 
aparecen como particulas intermembrano- 
sas (flecha). (Don W Fawcett/Photo Re- 
searehers, Inc.) 


El segundo tipo de microscopia electrónica, a microscopia electrónica de 
barrido, se utifiza para obtener una imagen tridimensional de las celulas (Fig. 
1,37). En la microscopia electrónica de barrido el haz de eiectrones no pasa a 
traves de la muestra. En su lugar, la superficie de la celula se recubre de un 
metal pesado, y se utiliza un haz de eiectrones que barre toda la muestra. Los 
eiectrones aislados o emitidos por la superficie de la muestra se recogen para 
generar una imagen tridimensional a la vez que el haz de eiectrones se mueve a 
lo largo de la celula. Debido a que la resolución de la microscopia electrónica de 
barrido solo es de unos 10 nm, su uso esta restringido al esiudio de celulas 
completas en lugar de suborganulos celulares o macromoleculas. 
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Figura 1.37 

Microscopia electrónica de barrido. Mi- 

crografia electrónica de barrido de un ma- 
crófago. (David PhillipsA/isuals Unlimited.) 


S ej t u rii c ió n subce tul a r 

Aunque el microscopio electrónico ha permitido una observación detallada de la 
estructura ceiular, ia microscopia en exclusiva no resulta suficiente para definir 
las funciones de los numerosos componentes de las celulas eucariotas. Para 
eontestar muchas de las preguntas que atahen a la función de los organulos 
celulares, ha sido necesario aislar a los organulos de las celulas eucariotas de 
forma que puedan utilizarse para estudios bioguimicos. Normalmente esto se 
reaiiza mediante la centrifugación diferencial —un metodo desarrollado por Al¬ 
bert Claude, Christian de Duve, y sus colegas en los ańos 1940 y 1950 para sępa- 
rar los componentes de las celulas de acuerdo eon sus tamańos y densidades, 

El primer paso en la separación subcelular es la rotura de la membrana 
plasmatica bajo condiciones que no destruyan los componentes internos de la 
celula. Se utilizan diferentes metodos, que incluyen la sonicación (exposición a 
sonidos de alta frecuencia), reducción en un homogeneizador mecanico, o el 
tratamiento eon una batidora de alta velocidad. Todos estos procedimientos 
rompen la membrana plasmatica y el reticulo endoplasmatico en pequehos 
fragmentos mientras que dejan a otros componentes de la celula (como el nu- 
cleo, lisosomas, peroKisomas, mitocondria, y cloroplastos) intactos. 

La suspensión de las celulas rotas (llamado lisado u homogeneizado) se 
fracciona en sus componentes mediante una serie de centrifugaciones en una 
ultracentrifuga que procesa las muestras a una alta velocidad (mas de 
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100.000 rpm) para producirfuerzas alrededor de 500.000 veces mayores que la 
gravedad. Esta fuerza determina que los componentes celulares se situen al 
fondo del tubo de centrifugación y que formen un precipitado (proceso llamado 
sedimentación) en un grado que depende del tamańo y la densidad, sedimen- 
tandose las estructuras mas grandes y pesadas eon mayor rapidez (Fig. 1.38), 
Normalnienie el homogeneizado celular se centnfuga la prrmera vez a ve!oci- 
dad lenta, que sedimenta solamente las celulas que no se han roto y las gran¬ 
des estructuras celulares —los nucleos, Por tanto, se puede obtener una frac- 
ción rica en nucleos del precipitado que se forma en la centrifugación a velocidad 
lenta mientras que otros componentes celulares continuan suspendidos en el 
sobrenadante (el resto de la solución). El sobrenadanie se centnfuga despues a 
velocidad raptda para sedimentarmitocondnas, cloroplastos, lisosomas, y pero- 
xisomas. La recentrifugación del sobrenadante a gran velocidad sedimenta 
fragmentos de la membrana plasmatiea y del reticulo endoplasmatico. Una 
cuarta centrifugación a gran velocidad sedimenta ribosomas, dejando exclusi- 
vamente la porción soluble del citopiasma (el citosol) en el sobrenadante. 

Las fracciones obtenidas de la centrifugación diferencial corresponden a 
preparaciones de organulos enriguecidas, pero no puras. Se puede obtener un 
mayor nivel de purificación mediante la centrifugación en gradiente de densi- 
dad. en la que los organulos se separan mediante la sedimentación en función 
al gradiente de una sustancia densa, como la sacarosa. En la centrifugación 
por veiocidad 1 el materiał primario se estratifica en el gradiente de sacarosa 
(Fig. 1.39). Particulas de diferentes tamańos se sedimentan por el gradiente en 
diferentes escalas, moviendose como bandas discretas, Despues de la centrifu¬ 
gación, la colección de fracciones individuaies del gradiente proporciona la in- 
formación necesaria para separar a los organulos de tamańos similares, como 
mitocondrias, lisosomas, y peroxisomas. 

La centrifugación de eguilibrio en gradiente de densidad puede utilfzarse 
para separar componentes subcelulares función de su migración en un gradien¬ 
te de densidad, independientemente de su tamańo y forma En este procedi- 
miento, la muestra se centnfuga en un gradiente que contiene una alta concen- 
tracion de sacarosa o cloruro de cesio. En lugar de separarse de aeuerdo eon su 
velocidad de sedimentación. las particulas de la muestra se centrifugan hasta 
que han alcanzado una posición de eguilibrio en la que su densidad es igual a la 
de la solución de sacarosa o cloruro de cesio. Estas centrifugaciones de equili- 
brio resultan utiles a la hora de separar diferentes tipos de membran as y son io 
suficientemente sensibles para separar macromoleculas marcadas eon diferen¬ 
tes isótopos. Un ejemplo clasico, discutido en el Gapitulo 3, es el analisis de la 
replicación del ADN mediante la separación de las molecuias de ADN que con- 
tienen isótopos pesados y ligeros de nitrógeno ( 15 N y A N) mediante la centrifu¬ 
gación de eguilibrio en gradientes de cloruro de cesio. 


Crecimiento dc las celulas animales en cuttwo 

La habilidad para estudiar las celulas depende en su mayoria de la facitidad eon 
la que pueden crecer y ser manipuladas en el laboratorio. Aungue el proceso es 
tecnicamente mucho mas dificil que el cultivo de bacterias o levaduras, una gran 
variedad de celulas animales y vegetales pueden ser cultivadas y manipuladas 
en cuitivo. Los sistemas de cultivo celular in vitro han permitido a los cientificos 
estudiar el crecimiento y diferenciación celular, asi como desarrollar manipula- 
ciones geneticas necesarias para entender la estructura y función de los genes. 

Los cultivos de celulas animales se inician mediante la dispersión de una 
parte de tejido en una suspensión de sus componentes celulares, ąue se ańade 
mas tarde a una płaca de cuitivo que contiene un medio nutritivo. La mayoria de 
los tipos de celulas animales, como los fibroblastos y las celulas epiteliales, se 
adhieren y crecen en la superficie plastica de las placas usadas para el cultivo 
de celulas (Fig. 1.40). Se utilizan eon freeueneia embriones y tumores como 
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Figura 1.38 

División subcelular Las celulas se tisan 
V los componentes subcelufares se sepa- 
ran mediante una serie de centrifugacio- 
nes que van aumentando de velocidad. 
Despues de cada centrifugación, tos orga- 
nulos que han sedimentado en el fondo 
del tubo se recogen en forma de precipita- 
do sólido. El sobrenadante se centrifuga a 
una mayor velocidad para sedimentar el 
siguiente organulo mśs grandę. 
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Particulas de sedimentación baja 


Part icu las de diferentes tamanos 
sedimentan como bandas discretas 


Partieulas de sedimentación rapida 


Figura 1.39 

Velocidad de centrifugación en un gra¬ 
diente de densidad. La muestra descan- 
sa and ma de un gradiente de sacarosa. y 
partieulas de diferentes tamańos sedi- 
mentan a traves deS gradiente en forma de 
bandas discretas, Las partieulas separa- 
das pueden recogerse en fracciones indi- 
yiduales dei gradiente, que pueden obte- 
nerse simplemente punzando el fondo del 
tubo de centrifugación y recogiendo las 
gotas. 



materiał de iniciación, debido a que contienen celulas de crecimiento rapido. 
Los fibroblastos embnonarios crecen particularmente bien en cultivo y en con- 
secuencia son uno de los tipos de celulas animales mas estudiados. Bajo condi- 
ciones apropiadas, sin embargo, algunas celulas especializadas tambien pue- 
den crecer en cultivo, permitiendo asi el estudio de sus propiedades en un 
ambiente experimental controlado. Las celulas mądre embrionarias constitu- 
yen un ejemplo especialmente notable. Estas celulas se establecen en cultiyo a 
partir de embriones tempranos y mantienen su capacidad de diferenciarse en 
todos los tipos celuiares presentes en los organismos adultos. En consecuen- 
cia, las celulas mądre embrionarias han representado un papei importante en el 
estudio de las funciones de una variedad de genes del desarrollo murino, ade- 
mas de ofrecer la posibilidad de contribuir al tratamiento de enfermedades hu- 
manas, al constituir una fuente de tejido para las terapias de trasplante, 

El medio de cultivo necesario para la propagación de celulas animales es 
mucho mas complejo que el medio mmimo para sustentar el crecimiento de las 
bacterias y levaduras, Los primeros estudios de cultivo celular utilizaban un me¬ 
dio que consistia en componentes indefinidos, como plasma, suero, y extractos 
embrionarios. Se avanzó aun mas en 1955, cuando Harry Eagle describió el 
primer medio definido que sustentaba el crecimiento de las celulas animafes. 
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Figura 1,40 

Celulas animales en eu!tivo. Microgra- 
fia electrónica de barrido de fibroblastos 
bumanos unidos a la supertide del disco 
de cuitivo (David M. PhfllipsA/isuals Unii- 
mited.) 
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Cuttivo cel u lar a n imał 


Requisitos rmtritivos de las celu las de mamiferos en cu(tivos de tejidos 

Harry Eagie 

National Institutes of Health, Bethesda, MD 
Science, Votumen 122, 1955\ pags. 501 -504 


Contexto 

Los primeros cultivos celulares se 
basaban en el crecimiento celular a 
partir de fragmentos de tejido que 
estaban embebidos en coagulos de 
plasma, un sistema de cultivo que 
estaba lejos de ser adecuado para 
el analisis experimentaL A ftnales 
de los ańos 1940, uno de los 
mayores avances fue estabfecer 
lineas celulares que crecian a partir 
de celulas aisladas adheridas a la 
superficie de las placas de cuftivo, 
Pero estas celulas segufan 
creciendo en un medio indefinido 
que consistfa en diversas 
combinaciones de suero y 
extractos embrionarios, Por 
ejemplo, u na de las lineas 
cancerigenas humanas mas 
utilizadas (llamada celulas HeLa) 
se estableció por primera vez en 
1952 medianie su crecimiento en 
un medio que consistta en plasma 
de polio, extractos de embrion 
ovino, y suero del cordón umbilical 
humano. El uso de tal complejo y el 
medio de cultivo indefinido hicieron 
imposible el analisis de las 
necesidades especiffcas de 
crecimiento de las celulas 
animales. Harry Eagie fue el 
primero en resolver este probierca, 
llevando a cabo un analisis 
sistematico de los nutrsentes 
necesarios para sustentar el 
crecimiento de ias celulas animales 
en cultivo, 

Experimentos 

Eagie estudió el crecimiento de dos 
lineas celulares preestablecidas: 
las celulas HeLa y una linea de 
fibroblastos del ratón llamada 
celulas L Fue capaz de hacer 
crecer a estas celulas en un medio 
compuesto por una mezda de 
sales, carbohidratos. aminoacidos, 
y vltaminas T y un 


suplemento de proteinas sericas. 
Mediante la variación sistematica 
de los componentes del medio, 
Eagie fue capaz de determinar los 
nutrlentes especificos necesarios 
para el crecimiento celular. 
Ademas de sales y glucosa. estos 
nutrientes incluyen 13 aminoacidos 
y diversas vitaminas. Tambien 
resultaron necesarias una pegueńa 
cantidad de proteinas sericas, El 
medio basico desarrollado por 
Eagie esta descrito en la slguiente 
tabla, reproducida de su ensayo de 
1955. 

Impacto 

Ei medio descrito por Eagie todavia 
resulta el medio basico utilizado 
para los euitivos de 



Harry Eagie 

celulas animales. Su uso ha 
permitido a los investigadores el 
crecimiento de una basta variedad 
de celulas bajo condiciones 
expehmentales definidas, las 
cuales han sido criticas para et 
estudio del crecimiento y la 
diferenciación de las celulas 
animales, incluyendo la identificación 
de los factores de crecimiento 
presentes en el suero —ahora se 
incluyen polipeptidos que controlan 
el comportamiento de las celulas 
indivisuales dentro del animai 
intacto—. 


Tabla 4. Medio basico para el cultivo de la celula HeLa y de tos fibroblastos de ratón (10) 


L-am i nodd dos * (mJW) 

Vitaminasf (mMj 

Diversos 

Arginina 

04 

Biotina 

io- 3 

Glucosa 5 mM§ 

Cistę ma 

0.05 (0,02)+ 

Golina 

10 3 

Penicilina 0,005%# 

Glutamina 

2,0 (1,0)t| 

Acido fólico 

10 3 

Estreptomicina 0,005%# 

Histidina 

0,05 (0,02)+ 

Nicotinamida 

10“ 3 

Rojo lenol 0,0005%# 

Isole ucina 
Leucina 

Lisi na 

Metionina 

Fenilalanma 

0.2 

0,2 (0,1)t 

0,2 (0,1)+ 

0,05 

0,1 (0,05)+ 

Acido pantotenico 
Piridoxal 

Tiamina 

Riboflavina 

10’ 3 

10" 3 

10- 3 

10"“ 

Para estudios de nutrición cetular 
Dialisis suero de ca bali o, 1 %+ 
Dialisis suero humano, 5% 

Sales (nM)§ 

Para cultiyos de cantidad 

Treonina 

0,2 (0,1)t 

Suero de cabalto completo, 5%+ 

Triptófano 

0,02 (0,01)+ 

NaCI 

100 

Suero humano compieto. 10% 

Tirosina 

0,1 

KC1 

5 

Valina 

0,2 (0,1)+ 

NaH,PO, * H 2 0 

5 




NaHCG s 

20 




CaCU 

1 




MgCi s 

0,5 



* Es corweniente gyardarlo en ei refrigerador como una solución tinioa que contiene 20 veces la concentradón 
indicada de cada aminoaddo. 

f Para el libroblaslo de ratón 

+ Es ocm veniente guardarto como una sałUGfón unica que contenga 100 o 1 -000 veces la concentradón indicada de 
cada vitamina; mant en er congelado. 

§ Es conveniente guardarlo en el refrigeradoren dos soluciones una que oontenga NaCI, KOI, NaH.FOj, NaHCO^ 
y glucosa diezveces la eoncentración indicada para cada una, y la segunda que coutenga CaCI B y MgCI Sl 20veces 
la concentración indicada. 

|| Es conveniente guardarlo como una solución 100 mW; congelado cuando no se use. 

# Es corweniente guardarlo como una solución unica que contenga 100 veces la concentración indicada de 
panicilina. estreptomidna, y rop fenol. 
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Ademas de sales y glucosa, el medio utilizado para los cultivos de celutas ani- 
males contiene varios aminoacidos y vitaminas T que las eelulas no pueden pro- 
ducir por si mismas. El medio de crecimiento de muchas celutas animales en 
cultivo tambien incluye suero, que sirve como fuente de factores de crecimiento 
polipeptidicos que son necesarios para estimular la división celular. Se han 
identificado varios factores de crecimiento. Actuan como reguladores crfticos 
del crecimiento y la diferenciación celular en organismos multicelulares, propor- 
cionando sehales medianie las que diferentes eelulas se comunican unas eon 
otras. Por ejemplo* una función importante de los fibroblastos de la piel en el 
animal intacto es la proltferación cuando se necesita reparar el dano causado 
por un corte o una herida. Su dtvisión esta desencadenada por un factor de 
crecimiento liberado por las plaquetas durante la coagulación, derivando la esti- 
mulación de la proliferación de los fibroblastos del entorno del tejido dańado. La 
identificación de los factores de crecimiento individuales ha hecho posible el 
culth/o de una variedad de eelulas en un medio librę de suero (medio en el que el 
suero ha sido reemplazado por factores de crecimiento especificos necesarios 
para la proliferación de las eelulas en cuestión). 

Los cultivos inidales de eelulas establecidos a partir de un tejido se denomL 
nan cultivos primarios (Fig. 1.41). Las eelulas en un 
cultivo primario normalmente crecen hasta cubrir la su- 
perficie de la płaca de cu!tivo. Despues pueden ser retL 
radas de la ptaca y reponerse a baja densidad para for¬ 
mat cuttivos secundarios. Este proceso se puede 
repetir muchas veces, aunque la mayona de las celu- 
las normales no pueden crecer en cultivo indefinida- 
mente. Por ejemplo, los fibroblastos humanos norma¬ 
les admiten desde 50 a 100 duplicaciones de la 
población, despues de las cuales paran de crecer y 
mueren. Por e\ contrario r las eelulas que se derivan de 
tumores eon frecuencia proliferan indefinidamente en 
cultivo y reciben el nombre de Ifneas celulares inmor- 
tales. Ademas, se ha conseguido aislar un importante 
numerode Ifneas celulares mmortalizadas de roedores 
procedenfes de cultivos de fibroblastos normales. En 
lugar de morir como la mayona de sus homólogos, algu- 
nas eelulas de estos cultivos continuan proliferando in¬ 
definidamente. formando Ifneas celulares como aque- 
Has que se derivan de los tumores. Tales Ifneas 
celulares permanentes han resultado muy utiles para 
muchos tlpos de experimentos ya que proporcionan 
una fuente continua y uniforme de eelulas que pueden 
ser manipuladas. clonadas, y cultivadas indefinida¬ 
mente en el laboratoria. 

Incluso bajocondiciones óptimas, el tiempo de divi- 
sión de la mayona de las eelulas animales que crecen 
activamente es del orden de 20 horas —diez veces 
mas largo que et tiempo de división de las levaduras—. 

Por tanto, los experimentos eon eelulas animales culti- 
vadas son mucho mas dificiles y mas largos que aque- 
llos eon bacterias y levaduras. Por ejemplo, et creci- 
miento de una colonia visible de eelulas animales a 
partir de una sola celula dura una semana o mas, mien- 
tras que las colonias de E. coli o de levaduras se desa- 
rrollan durante una noche. No obstante, las manipula- 
ciones geneticas de las celutas animates en cultivo 
resultan indispensables para el entendimiento de la es- 
tructura y función de la celula. 



Las cślulas se coSocan 
en una płaca de cultivo 
eon medio nutritivo 



Cuttivo 

primario 



Cultivo 

secundario 
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Figura 1A2 

Celulas vegetales en cultivo. Una masa 
indfferenciada de celulas vegetales (un 
callo) creciendo en un medio sólido. (John 
N, A, Lott/Biological Photo Service,) 


Cirftivo de celulas vegetales 

Las celulas vegetales tambien pueden ser cultiva- 
das en un medio nutritivo que contenga las moie- 
cuias apropiadas para la regulación def crecimien- 
to. Al contrario que los iactores de crecimiento 
polfpeptfdicos que regulan la proliferación de la 
mayona de las celulas animales, los reguladores 
del crecimiento de las celulas vegetales son pe- 
queńas moleculas capaces de atravesar la pared 
celufar vegetal. Cuando se suministran mezclas 
apropiadas eon estas moleculas reguladoras del 
crecimiento, muchos tipos de celulas vegetales pro- 
liferan en cultivo, produciendo una masa de celulas 
no diferenciadas denominadas callo (Fig. 1.42). 

Es importante tener en cuenta que muchas ce¬ 
lulas vegetales son capaces de formar cualąuiera de los distintos tipos celulares 
y tejidos necesarios para regenerar una piania compfeta. En consecuencia, me¬ 
dianie la manipufación apropiada de nutrientes y de las moleculas reguladoras 
del crecimiento, fas cefulas vegetales no diferenciadas en cultivo pueden ser 
inducidas para formar yariedad de tejidos vegetales 5 induyendo raices, tal los, y 
hojas. En muchos casos, incluso una planta entera puede regenerarse a partir 
de una sola celula en cultivo. Ademas de su interes teórico, la habilidad de 
producir una nueva planta desde una sola celula manipulada en cultivo hace 
posible la introducción de alteraciones genetieas en las plantas, abriendo impor- 
tantes posibilidades para ia ingenieria genetica agrfcola. 


Vims 

Los virus son parśsitos intracelulares incapaces de repiicarse por si mismos, Se 
reproducen medianie la infección de celulas huesped y la usurpación de la ma- 
quinaria celular para producir mas patticulas vira!es. En sus formas mas sim- 
ples, los virus consisten solamente en acido nucleico genómico (ADN o ARN) 
rodeado de una cubierta proteinica (Fig. 1.43). Los virus son importantes para ia 
biologia molecular y celufar porque proporcionan sistemas simples que pueden 
ser utilizados para investigar las funciones de las celulas, Ya que la replicación 
de ios virus depende del metabolismo de las celulas infectadas, los estudios 
sobre virus han revelado muchos de los aspectos fundamentales de la biologia 
celular. Estudios sobre los virus bacterianos contribuyeron sustancialmente a la 
comprensión de los mecanismos basicos de ia genetica molecular, y fueron los 
experimentos eon virus vegetales (eon el virus del mosaico del tabaco) los que 
demostraron por primera vez el potencial genetico del ARN. Los virus animales 


Figura 1A3 

Estructura de un virus animaL (A) Par- 

ticulas del papilomawus que contienen 
una pequeńa molecula de ADN cśrcufar 
encapsulada en una cubierta de proteinas 
(la capsida). (B) Microg rafia electrónica 
de partlculas del virus del papilarna duma¬ 
no. Se han anadidocolores artificiales. (B. 
Linda Standard/Science Photo Library/ 
Photo Researchers* inc.) 


(A) 



ADN Proteinas de la cśpslda 


(B) 
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Medicina molecular 

Virus y cancer 


La enfermedad 

El cancer incluye un conjunto de 
enfermedades caracterizadas por la 
proiiferación celular incontrolada. El 
erecimiento de las celulas animales 
normales esta cuidadosamente 
regulado para mantener las 
necesidades del organismo al 
completo, Por el contrario, las 
celulas cancengenas crecen de 
manera descontrolada, invadiendo 
e interfiriendo en la función de 
tejidos y órganos normales. E3 
cóncer es la segunda causa mas 
comun de muerte (despues de las 
enfermedades cardfacas) en los 
Estados Unidos. Aproximadamente 
uno de cada tres americanos 
desarrollara cancer en algun 
momento de su vida y, en espera a 
mejores avances en su tratamiento, 
cerca de uno de cada cuatro 
americanos morird de esta 
enfermedad. Entender las causas 
del cancer y el desarrollo de nuevos 
metodos de tratamiento resultan 
por tanto los principales objetivos 
de la investigadón medica. 

Bases moieculares 
y celulares 

Actualmente sabemos que el 
cancer es el resultado de 
mutaciones en los genes que 
normalmente controlan la 
proiiferación celular. Los 
descubrimientos fundamentales que 
han conducśdo a la identificación 
de estos genes han surgido de ics 
estudios de virus que causan cancer 
en animales, el prototipo de los 
ouales fue aislado por Peyton Rous 
en 1911. Rous descubrió que los 
sarcomas (un cancer del tejido 
conectivo) en poi los podian 
transmitirse mediante un virus, o 
RSV (siglas en ingies del virus del 
Sarcoma de Rous). Debido a que 
RSV es un retrovirus eon un genorna 
de tan solo 10.000 pares de bases, 


śste podia someterse a analisis 
moieculares mucho mas facilmente 
que los complejos genomas de los 
pollos u otras celulas animales. 
Estos estudios condujeron a la 
identificación de un gen especifico 
causante del cancer (oncogen) 
transportado por el virus, y al 
deseubrimiento de genes 
relacionados en las celulas normales 
de todas las especies de vertebrados, 
incluyendo a los humanos. Algunos 
canceres en los humanos se sabe 
que estan causados por vlrus; otros 
resultan de las mutaciones en los 
genes de las celulas normales de 
forma similar al primer oncogen 
identificado en el RSV. 

Prevención y tratamiento 

Los canceres humanos que estan 
causados por virus incluyen el 
cervical y otros canceres 
anogenltales (virus del papiloma), 
cancer de higado (virus de la 
hepatitis B y C), y algunos tipos de 
linfomas (virus Epstein-Barr y el 
virus humano linfotrópico de las 
celulas T). Juntos, estos canceres 
inducidos por vjru$ representan 
alrededor del 20% de la tncidencia 
de canceren el mundo. En principio, 
estos canceres se podrian prevenir 


eon vacunas en contra del virus 
responsable, consigutendose un 
progreso conslderable en este area 
e\ desarrollo de una vacuna efectiva 
contra el virus de la hepatitis B. 

Otros canceres humanos estan 
causados por la mufación de genes 
en celulas normales, muchas de las 
cuales ocurren durante la vida del 
individuo en lugar de heredarse, Los 
estudios sobre los virus causantes de 
canceres han proporcionado la 
identificación de muchos genes 
responsables de los canceres no 
inducidos por virus, y el entendimiento 
de los mecanismos moieculares 
responsables del desarrollo del 
eśneer. Se estan haciendo 
yerdaderos esfuerzos para utilizar ia 
biologia molecular y celular del cancer 
para desarroilar nuevos avances en 
su tratamiento. De hecho r la primera 
droga de diseńo eficaz en el 
tratamiento del cancer humano (la 
droga STI-571, estudiada en el 
capitulo 15) fue desarrollada contra 
un gen muy similar al oncogen RSV, 
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El tumor trasplantado del que fue aislado el virus del sarcoma de Rous, 


han proporcionado pruebas sensibles para las investigacione$ de varias activi- 
dades de las celulas eucanotas, 

El rapido crecimiento y el pequeńo tamano de las bacterias hacen de ellas 
un elemento excelente para los experimentos en biologia molecular, y los virus 
bacterianos (bacteriófagos) han simplificado el estudio de la genetica bacteriana. 
Uno de los bacteriofagos mas importantes es T4. que infecta y se replica en E, 
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Figura 1.44 

Placas de bacteriófagos. Las placas de 
T4 son visibles en un tapiz de E, coli. 
Cada płaca se forma por la replicación 
de una sola particula del virus. (E. C. S. 
ChenA/isuals Unlimited.) 


coli. La infección eon una sola particula de T4 conduce a la formación de una 
progenię de aproximadamente 200 particulas virales en 20-30 minutos. La celu- 
la infectada inicialmente despues estalla (se lisa), liberando las particulas vira- 
les al medio, donde pueden infectar a nuevas celulas. En un cultivo de bacterias 
creciendo en un medio eon agar, la replicación de T4 conduce a la formación de 
una zona clara de celulas lisadas (una płaca) en una piancha o <<cesped» de 
bacterias (Fig. 1.44). Si las particulas virales infecciosas son faciles de reprodu- 
cir y de manipular, los mutantes virales —por ejemplo, virus que creceran en 
una cepa de E. coli pero no en otrą— son faciles de aislar. Por tanio, T4 se 
manipula eon mayor frecuencia que E. coli en estudios de genetica molecuiar. 
Ademas, el genoma de T4 es 20 veces menor que el de E. coli —aproximada- 
mente 0,2 millones de pares de bases— lo cual facilita el analisis genetica. Otros 
bacteriófagos tienen incluso genomas mas pequeńos —el mas simple consiste 
en moleculas de ARN de tan solo 3.600 nucleótidos—. Los virus bacterianos han 
proporcionado, por tanto, unos sistemas de experimentación extremadamente 
utiles para la genetica molecuiar. Los estudios de estos virus son los responsa- 
bies del deseubrimiento de principios fundamentales de la biologia molecuiar. 

Debido al aumento de la complejidad del genoma de las celulas animales, 
los virus han sido aun mas importantes en los estudios de las celulas animates 
que en los estudios de las bacterias. Muchos virus animales se replican y se 
estudian medianie la formación de placas en los cultivos celulares, mucho mas 
que los bacteriófagos, Ademas, los genomas de los virus animales son simila- 
res en complejidad a los virus bacterianos (variando aproximadamente desde 
3.000 a 300.000 pares de bases), de tal forma que los virus animales son mu¬ 
cho mas manejables que los de sus celulas huesped. 

Extsfen diversidad de virus animales, cada uno de ellos presentando ADN o 
ARN como materiał genetico (Tabla 1.3). Una familia de virus animales —los 
retrovirus — contienen genomas de ARN en sus particulas virales pero sintetizan 
una copia de ADN de su genoma en las celulas infectadas. Estos virus proporcio- 
nan un buen ejemplo de la importancia de los virus como modelos, ya que los 
estudios de los retrovirus fueron los que demostraron la sintesis del ADN a partir 
de los moldes de ARN —una manera fundamental de transferencia de informa- 
ción genetica ahora conocida en celulas procariotas y eucariotas. Otros ejemplos 
en los que los virus animales han proporcionado modelos importantes para la 
investigación de sus celulas huesped incluyen estudios de la replicación del ADN, 
transcripción. procesarmiento def ARN, y transporte y secreción de proteinas. 

Cabe destacar que la infección por algunos virus animales, en lugar de ma- 
tar a la celula huesped, convierten a una celula normal en una celula cancerosa. 
Los estudios sobre estos virus causantes de canceres, descritos por primera 


TABLA 1.3. Ejemplos de virus animales 


Tamario del genoma 

Familia del v\ius Miembro representativo (miles de pares de bases) 


Genomas ARN 

Picornavirus 

TogavSrus 

Flavivirus 

Param ixovirus 

Ortomixovirus 

Retrtwims 

Genomas ADN 

Hepadnavirus 

Papovauiruś 

Adenovirus 

Herpesvmjs 

Poxvims 


Poltovirus 7“6 

Virus de la rubśola 12 

Virus de la fiebre amarilla 10 

Vims del sarampión 16-20 

Virus de la gripe 14 

Virus de la inmunodeficiencia 9 

hamana 

Yirus de la hepatitis B 3 f 2 

Papilomayirus hu mano 5-8 

Adenovirus 36 

Virus del herpes simple 120-200 

Vi rus vacc i n ta 130-280 
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vez por Peyton Rous en 1911, no solo han proporcionado las bases de nuestro 
actual conocimiento del cancera nivel molecular y celular, sino que tambien han 
conducido al descubrimiento de muchos mecanismos moleculares que contro- 
lan el crecimiento y la diferenctación de las celulas animales. 


RESUMEN 

ORIGEN Y EVOLUCIÓN DE LAS CELULAS 

Laprimera celula: Todas las celulas existentes en la actualidad, procariotas y 
eucariotas, descienden de un unico antepasado. Se cree que la primera celula 
apareció al menos hace 3.800 billones de ańos como resuitado del recubri- 
miento del ARN. capaz de autorreplicarse, en una membrana de fosfolfpidos. 

Evolución del metabolismo : Las primeras reacciones para la creación de 
energfa metabólica fueron en forma de glicolisis anaerobia, Despues evolu- 
cionó la fotosintesis, seguida del metabolismo oxidativo. 

Actuales procariotas: Los actuales procariotas se encuentran divididos en 
dos grupos, las arquebacterias y las eubacterias, que divergen al principio de 
la evolución, 

Celulas eucariotas: Las celulas eucariotas, que son mas grandes y comple- 
jas que las celulas procariotas, contienen un nucleo, organulos citoplasmati- 
cos, y un citoesqueleto, Se cree que han evolucionado de una asociación 
simbiótica de las procariotas. 

Desarrollo de los organismos multicelulares Los eucariotas mas simples 
son organismos unicelulares, como las levaduras y las amebas. Los organis¬ 
mos multicelulares evolucionaron por la asociación entre los eucariotas unice¬ 
lulares, y la reproducción por división condujo al desarrollo de muchas clases 
de celulas especializadas que forman las plantas y animales del presente, 

CELULAS COMO MODELOS EXPERIMENTALES 

E. coli: Debido a su simplicidad genetica y su facil estudio, las bacterias 
como E. coli resultan particularmente utiles para la investigación de los as- 
pectos fundamentales de la bioquimica y biologia molecular. 

Levaduras Por ser las celulas eucariotas mas simples, las levaduras son un 
modelo importante para el estudio de diversos aspectos de la biologia celular 
eucariota. 

Dictyostelium discoideum: El eucariota unicelular Dictyostelium se utiliza 
extensamente para el analisis experimental del movimiento celular. 

Caenorhabditis elegans: El nematodo C. elegans es un organismo multice- 
lular simple que sirve como modelo importante para la biologia del desarrollo. 

Drosophila melanogaster: Debido al analisis genetico tan extenso, los es- 
tudios de la mosca de la truta Drosophila han conducido a avances superio- 
res en el entendimiento del desarrollo animal. 

Arabidopsis thaliana: La pequeńa planta de flor Arabidopsis se utiliza como 
modelo para los estudios de la biologia molecular de las plantas y su desarrollo. 

Vertebrados: Muchos tipos de celulas de los vertebrados pueden crecer en 
cultivo, donde pueden ser estudiadas bajo condiciones de laboratorio contro- 
ladas. Los tipos de celulas especializadas, como las neuronas y las celulas 
musculares, proporcionan modelos utiles para la investigación de determina- 
dos aspectos de la biologia celular. La rana Xenopus laevis y el pez cebra son 
importantes modelos para el estudio del desarrollo de los primeros vertebra- 
dos, y el ratón es la especie de mamifero adecuada para el analisis genetico. 


PALABRAS CLAVE 


celula procariota, celula eucariota, 
mundo del ARN, fosfolfpidos, 
anfipaticos, hidrofóbieo, hidrofflico 


adenosina 5’-trtfosfato (ATP), glfcolisis, 
fotosintesis, metabolismo oxidativo 


arqueobacterias, eubacterias, 

cia no bacterias, Escherichia coli (E. co//), 

pared celular, membrana plasmatica, 

rlbosoma 

nucleo, mitocondria, cioropiasto, 
lisosoma, peroxisoma, vacuoła t reticulo 
endoplasmatico, aparato de Gol§t s 
citoesqueieto, endosimbiosis 


levadura, Saccharomyces cerevisiae, 
seudopodium, celula epitelial, 
fibroblasto, eritrocito, granulocito, 
monocito, macrófago, linfocito, neuron a 


Dictyostełiufn discoideum 
Caenorhabditis elegans 

Drosophila melanogaster 


Arabidopsis thaliana 

Kenopus laevis , pez cebra, ratón 
transgenico 
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INSTRUMENTOS DE LA BIOLOGIA CELULAR 

Microscopia optica. Se aplican diversos metodos para visualizarias celulas 
y las estructuras subcelulares y para determinar la localización intracelular 
de moleculas especificas usando el microscopio óptico. 


Microscopia eiectrónica. La microscopia eiectrónica, eon una resolución apro- 
ximada cień veces mayor que la del microscopio óptico, se uiifiza para analizar 
los detalles de la estructura celular. 


resolución, microscopia de campo 
luminoso, microscopia de fase-contraste, 
m icroscopia interferenc ia-con traste 
diferencial, microscopia 
interferenria-contraste diferencial 
potenciada eon video, microscopia 
fluorescente, proteina fluorescente verde 
(PFV), microscopia eonfocal, 
microscopia por excitación multifotónica 

microscopia de transmisión de 
eiectrones, sombreado de metal, 
separación por congetación, microscopia 
ełectrónica de barrido 


Separación subcelular. Los organulos de las celulas eucariotas se pueden ais- 
lar para su analisis bioquimico mediante la centrifugación diferencial. 


Crecimiento de celulas animałeś en cultivo: La propagación de las celu¬ 
las animales en cultivo ha permitido el estudio de los mecanismos que con- 
trolan el crecimiento y !a diferenciación. 

Cultivo de celulas i regetales: Los cultivos de celufas vegetales se pueden 
diferenciar para formar tipos de celulas especializadas, en algunos casos, 
pueden regenerar plantas enteras. 

Virus: Los virus proporcionan modelos simples para el estudio de la función 
celular. 


centrifugación diferenciai t 
ultra centrifugación, centrifugación en 
gradiente densidad, centrifugación por 
velocidad, centrifugación de eguilibrio 

cel u Ja mądre embrionaria, cultivo 
primario, Imea celular 


cali© 


bacteriófago. retrovirus 


Preguntas 

1. iQue caracteristicas fundamenta les 
poseen todas las cślulas vivas presentes 
en ta Tierra? (Dar al men os tres). 

2* iQue demostraron Sos experimentos 
de Stanley Miller sobre la formación de 
moleculas organicas? 

3. ^Que tipo de macromolścula es ca- 
paz de dirigir su propEa autorreplicación? 

4. ^Por que se cree que ta fotosintesis 
ha favorecido la evofución del metabolis- 
mo oxidativo? 

5. ^Por la formación de una membrana 
plasmatica semipermeable en torno a un 
grupo de macromoleculas autorreplican- 
tes un paso tan importante en el origen 
de la vida? 


6. DEscute las evidencias que apuntan 
que las mitocondrias y los cloroplastos se 
originaron a partir de bacterias que fue- 
ron internalizadas por el precursor de las 
celulas eucariotas. 

7. ^Que resolución se puede obtener 
eon un microscopio óptico si la muesfra 
se observa al aire en lugarde a travśs de 
aceite? Asume que la longitud de onda 
de la luz visible es 0,5 ^m, 

8. ^Gue ventaja posee el uso de la pro¬ 
teina verde fluorescente (PFV) sobre et 
empleo de antieuerpos marcados eon 
sondas fluorescentes para el estudio de 
la localización y movimiento de una pro¬ 
teina en el interior celular? 


9, I d en t If i ca J a s d ist E ntas ca ra cte rf st icas 
de las propiedades de los organulos que 
permiten la separación por centrifugación 
de velocidad en un gradiente de sucrosa 
y centrifugación de eguilibrio en un gra¬ 
diente de sucrosa, 

10, Las levaduras se han utiiizado como 
modelos para el estudio de muchos as- 
pectos de la biologia de las celulas euca- 
riotas. ^Por que no resultan un modele 
apropiado para el analisis de los movi- 
mientos celulares animales? 

11. i Por que es importante la capacidad 
de cuftivar celulas mądre embrionarias? 

12. Diferenciar entre cultivos de celulas 
primarias y lineas celulares inmortalizadas. 
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AS CELULAS SON ESTRUCTURAS IMCREIBLEMENTE COMPLEJAS V YARIADAS, Ca- 

paces no solo de auto-replicarse —la propia esencia de la vida— sino 
tambien de realizar una ampfia gama de tareas especializadas en orga- 
nismos pluricelulares. Sin embargo, las celulas siguen las mismas leyes de la 
quimica y la fisica que determinan el comportamiento de los sistemas inertes. 
En consecuencia, la biologia molecular moderna trata de entender los procesos 
moleculares en terminos de reacciones fisicas y guimicas. 

Este capitulo trata los principios fundamentales de la guimica bioiógica que 
gobiernan la vida de las celulas. No pretende ni ser un tratado extenso sobre 
bioquimica ni describir todas las reacciones metabólicas de las celulas. Mas 
bien, el capitulo se centrara en cinco temas princlpales: tipos de moleculas den- 
tro de las celulas, papel central de las protemas como catalizadores biológicos, 
generaclón y utilización de energia metabólica, biosintesis de los princlpales 
componentes celulares y estructura de las membranas biológicas. La ćonv 
prensión de estos fundamentos qufmicos constituye la base para entender los 
distintos aspectos de la estructura y función celulares que se trataran en este 
texto. 
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Composición molecular de las celulas 

Las celulas estan compuestas de agua, iones inorganicos y moleculas que con- 
tienen carbono (organicas). El agua es la molecula mas abundante en las celu¬ 
las, representando el 70% o mas de la masa celular totaL En eonsecuencia, las 
interacciones entre el agua y el resto de fos componentes celulares tlenen una 
importancia central en la quimica bioiógica. La propiedad critica del agua al 
respecto es que es una molecula polar, donde fos atomos de hidrógeno poseen 
una carga ligeramente positiva y ef oxigeno posee una carga ligeramente nega- 
tiva (Fig, 2.1) Debido a su naturaleza polar, las moleculas de agua pueden 
formar enlaces o puentes de hidrógeno entre si o eon otras moleculas polares, 
asi como interaccionar eon iones cargados positiva o negativamente. Como 
resuitado de estas interacciones, los iones y las moleculas polares son facil- 
mente solubles en agua (hidrófilas). Por el contrario, las moleculas no polares, 
que no pueden interaccionar eon el agua, son escasamente solubles en un me- 
dio acuoso (hidrófobas). En consecuencia, fas mofeculas no polares tlenden a 
minimizar su contacto eon el agua relacionandose estrechamente entre sf. 
Como se trata mas adelante en este capitulo, las interacciones de moleculas 
polares y no polares eon el agua y entre si desempeńan papeles cruciales en la 
formación de estructuras biológicas, como las membranas celulares. 
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Figura 2.1 

Caractensticas del agua. (A) FI agua es una molecula polar, eon una carga ligeramente 
negatiya (<>) en el atomo de oxfgeno y una carga Sigeramente positiva (£ + ) en los atomos 
de hidrógeno. Debido a esta polaridad, las moleculas de agua pueden formar enlaces o 
puentes de hidrógeno (lineas discontinuas) bien entre si o eon otras moleculas polares 
(B) r ademas de interaccionar eon i on es cargados (C). 



Los iones inorganicos de ta cel ula, incluyendo el sod fo (Na + ), potasie (K + ), 
magnesie (Mg 2 '), calcio (Ca 2+ ) T fosfato (HPOf } 5 cloro (Cl - ) y bicarborrato 
(HCO^), constituyen un 1 % o menos de la masa celular tofal. Estos iones estan 
implicados en numerosos aspectos del metabofismo celular, y de este modo, 
desempeńan importantes papeles en la función celular. 

Sin embargo, las moleculas organicas son los unicos componentes caracte- 
risticos de las celulas, La mayoria de estos componentes organicos pertenecen 
a una de cuatro clases de moleculas: carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos 
nueleicos, Las proteinas, los acidos nucleicos, y la mayoria de los carbohidratos 
(polisacaridos) son macromoleculas formadas por la unión (pclimerización) de 
cientos o miles de precursores de bajo peso molecular: aminoacidos, nueleóti- 
dos o azucares simples, respectivamente. Dichas macromoleculas constituyen 
entre el 80% y 90% del peso en seco de la mayoria de las celulas. Los Ifpidos 
son et otro constituyente principal de las celulas. El resto de la masa celular se 
compone de una variedad de pegueńas moleculas, incluyendo los precursores 
macromoleculares. La quimica basica de fas celulas puede asi entenderse en 
terminos de las estructuras y funciones de cuatro tipos principales de macromo¬ 
leculas organicas. 

Carhohidm tos 

Los carbohidratos incluyen a los azucares simples y a los polisacaridos. Estos 
azucares simples, como la glucosa, son los nutrientes principales de las celulas. 
Como se trata mas adelante en este capitulo, su degradactón proporciona no 
solo la fuente de energia celular sino el materia! inicial para la sintesis de otros 
componentes celulares. Los polisacaridos son formas de reserva de los azuca¬ 
res y constituyen componentes estructurales de fa celufa. Ademas, los polisaca¬ 
ridos y polfmeros mas cortos de azucares actuan como marcadores para una 
yariedad de procesos de reconocimiento celular, incluyendo la adhesión entre 
celulas y el transporte de proteinas a los destinos interceiulares apropiados. 

La estructura de los azucares simples (monosacaridos) mas representatF 
va aparece en la Figura 2.2. La formula basica de estas moleculas es (CH £ 0) m 
a partir de la cual procede el nombre de carbohidrato (C = «carbo» y H^O = 
«hidrato»). El azucar de seis atomos de carbono (n - 6), la glucosa, es especial- 
mente importante en las celulas, ya que proporciona la principal fuente de ener¬ 
gia celular. Otros azucares simples tienen entre tres y siete atomos de carbono, 
siendo los azucares de tres y cinco carbonos los mas comunes. Los azucares 
que contienen cinco o mas atomos de carbono pueden ciclarse para formar 
estructuras anulares, que constituyen las formas predominantesde estas mole¬ 
culas dentro de las celulas. Como se refleja en la Figura 2.2, los azucares cicla- 
dos existen en dos formas altematiyas (llamadas a o /i), dependiendo de la 
configuración del carbono 1. 

Los monosacaridos pueden unirse entre si medianie reacciones de deshh 
dratación, donde se extrae H 2 0 y se unen los azucares medianie un enlace 
glicosidico o glucosfdico entre dos de sus atomos de carbono (Fig. 2.3). Si 
solo se unen unos pocos azucares, el pohmero resultante se denomina oligo- 
sacarido Si se implican un numero elevado (cientos o miles) de azucares, los 
polimeros resultantes son macromoleculas denominadas polisacaridos. 

Los dos polisacaridos comunes — glucógeno y almidón— son las formas 
de depósito de carbohidratos en las celulas de animales y plantas respectiya- 
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Figura 2.2 

Estructura de los azucares simples. Se ilustran los azuca¬ 
res simples mas representativos eon tres, cinco y seis atom os 
de carbono (triosas, pentosas y hexosas respectivamente). 
Los azucares eon cinco o mas atomos de carbono pueden ci- 
clarse para farmer ani! los, que existen en dos formas allernati- 
vas (llamadas :* o /I), dependiendo de la configuraeión del car¬ 
bono 1. 
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mente. Tanto el gtucógeno como el almidón estan compuestos compfetamente 
de moleculas de glucosa en la configuraeión y. (Fig. 2.4). El eniace principa! se 
establece entre el carbono 1 de una glucosa y el carbono 4 de una segunda 
glucosa. Ademas, tanto el glucógeno como una forma de almidón (amilopecti- 
na) contienen enfaces ocasionales y (1 -^6), en los que el carbono 1 de una 
glucosa se une al carbono 6 de una segunda glucosa. Como se ve en la Figura 
2.4, estos enlaces conllevan a la formación de ramificaciones que resultan de la 
unión de dos cadenas independientes de enlaces 2 (1 +4). Estas ramificaciones 
estan presentes en el glucógeno y la amilopectina, aunque otrą 
forma de almidón (amilosa) es una molecula sin ramificaciones. 

De este modo las estructuras del glucógeno y del almidón 
son similares basieamente, como lo es su función: almacenar 
glucosa. La celulosa, en contraste, tiene una función bien defini- 
da como principa! componente estructural de la pared de las ce- 
lulas de las plantas. Quizas sorprendentemente, por !o tanto. la 
celulosa tambien se compone enteramente de moleculas de glu¬ 
cosa, Los residuos de glucosa de la celulosa, sin embargo, pre- 
sentan una configuraeión // en vez de /, y la celulosa es un poli- 
sacarido no ramificado (vease Fig. 2,4). La unión de los residuos 
de glucosa por medio de enlaces //(I >4} en lugar de 3(1—4) 


Figura 2:3 

Formación de un eniace glucosidico, Dos azucares simples se unen 
medianie una reacción de deshfdratación (una reacción en la que se 
extrae agua), En el ejemplo ilustrado, dos moleculas de glucosa en la 
configuraeión a se unen medianie un eniace entre los carbonos 1 y 4, 
que por ello recibe el nombre de eniace glucosidico x (1 --*4}. 
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Amiiopectina (almidón) 


Glucógeno 



Enlaces a (1-6) unen 
dos cadenas en el 
punto de ramificación. 


La mayona de los 
residuos es tan unidos 
por enlaces a (1- 4), 


Celulosa 


Figura 2 A 

Estructura de los polisacaridos, Los 

polisacaridos son macromoleculas cons- 
tituidas por cientos o miles de azucares 
simples. E! glucógeno, el almidón y la ce- 
lulosa estan todos compuestos unica- 
mente por residuos de glucosa. que es¬ 
tan unidos por enlaces glucosidicos % 
(1 -*4) en e! glucógeno y el almidón, pero 
por enlaces jl (1 >4) en la celulosa, El 
glucógeno y una forma de almidón (ami- 
lopectma) tambien presentan ocasional- 
mente enlaces /. (1 -*6), que sirven como 
puntos de ramificación a! unir dos cade¬ 
nas independientes y (1 —4). 



Residuos unidos 
por enlaces ^(1^4). 


hace que la celulosa formę largas cadenas lineates que se empaguetan una 
junto a otrą para formar fibras eon gran fuerza mecanica, 

Ademas de sus papeles en el almacenamiento de energia y en la estructura 
celular. los oligosacaridos y los polisacaridos son importantes en una variedad 
de procesos de seńalización celular. Por ejemplo, los oligosacaridos se eneuen- 
tran freeuentemente ligados a proteinas, donde funcionan como marcadores 
para dirigir las p rotę mas a la superticie celular o para incorporarlas a distintas 
organelas subcelulares, Los oligosacaridos y los polisacaridos tambien funcio¬ 
nan como marcadores en ia superficie celular, desempeńando importantes pa¬ 
peles en el reconocimiento celular y en las interacciones entre celulas en los 
tejidos de los organismos pluricelufares. 


Lip i dos 

Los lipidos desempeńan tres funciones basicas en las celulas, Primero. pro- 
porcionan una importante fuente de energia. Despues, y de gran importancia en 
la biologia celular, los lipidos son el componente principal de las membranas 
ceiulares. Y por ultimo, los lipidos desempeńan importantes papeles en laseha- 
lización celular, bien como hormonasesteroideas (p. ej., estrógeno y testostero- 
na), o como mensajeros moieculares que trasladan seńales desde los recepto- 
res de la superticie celular hasta dianas dentro de la celula. 

Los lipidos mas simples son los acidos grasos, consistentes en largas ca¬ 
denas hidrocarbonadas, que eon rnayor frecuencia contienen 16 o 18 atomos 
de carbono, eon un grupo carboxito (COO ) en un extremo (Fig. 2,5). Los acidos 
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Figura 2,5 

Estructura de los acidos grasos. Los 

acidos grasos consisten en fargas cade- 
nas hidrocarbonadas que terminan en un 
grupo carboxilo (COO ). El palmitato y el 
estearato son acidos grasos saturados 
que constan de 16 y 18 atomos de carbo- 
no respeciivamente. El oleato es un acido 
graso insaturado de 18 carbonos que con- 
tiene un dobie enlace entre los carbonos 9 
y 10. Gbserven que el dobie enlace produ- 
ce un acodamiento en la cadena hidrocar- 
bonada. 


Glicerol 


HnC- 


grasos no saturados contienen uno o mas dobles enlaces entre atomos de car- 
bono; en los acidos grasos saturados todos los atomos de carbono estan en la- 
zados al maximo numero de atomos de hidrógeno posible, Las cadenas hidro¬ 
carbonadas largas de acidos grasos contienen solo enlaces C-H no polares, 
que son incapaces de interaccionar eon el agua, La naturaleza hidrófoba de 
estas cadenas de acidos grasos es responsable de buena parte del comporta- 
miento de los lipidos complejos, particularmente en la formación de las mem- 
branas biológicas. 

Los acidos grasos se almacenan en forma de trigliceridos, o grasas, que 
consisten en tres acidos grasos ligados a u na molecula de glicerol (Fig. 2.6). 
Los trigliceridos son insolubles en agua y por lo tanto, se acumulan como gotas 
de grasa en el citoplasma, Cuando es necesario, pueden ser degradados para 
su utilización como moleculas procuradoras de energia que se tratan mas ade- 
lante en este capitulo. Es de destacar que los acidos grasos son una forma de 
almacenamiento de energia mas eficaz que los carbohidratos, produciendo 
mas del dobie de energia por peso de materiał degradado. Las grasas. por lo 
tanto, permiten que se almacene energia en menos de la mitad del peso corpo- 
rai que se requeriria para almacenar la misma cantidad de energia en carbohi- 
dratos —una consideración particularmente importante para los animales debi- 
do a su movilidad. 

Los fosfolipidos, los principales componentes de las membranas celula- 
res, se componen de dos acidos grasos unidos a un grupo polar de cabeza 
(Fig. 2.7). En los fosfogliceridos, los dos acidos grasos estan ligados a atomos 
de carbono del glicerol, como en los trigliceridos. El tercer carbono del glicerol, 
sin embargo, esta ligado a un grupo fosfato, queasu vez esta freeuentemente 
unido a otrą molecula polar pegueha, como la colina, la serina, el inositol o la 
etanolamina. La esfingomielina, el unico fosfolfpido no glicerico de las mem¬ 
branas celulares. contiene dos cadenas hidrocarbonadas unidas a un grupo po- 


i 

o 

i 

c — O 

I 

ch 2 


CH — 

1 

O 

I 

c = o 

I 

CH ? 


-CH 2 

I 

O 

I 

c = o 

I 

CH ? 


Acidos grasos 


CH, 


CH, CH, 


Glicerol 


Acidos 

grasos 


Figura 2.6 

Estructura de los trigliceridos, Los trigliceridos (grasas) contienen tres acidos grasos unidos 
a glicerol. En este ejempio, los tres acidos grasos son palmitato, pero los trigliceridos eon fre- 
cuencia contienen una mezcla de distintos acidos grasos. 
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Figura 2.7 

Estru ciura de los fosfolipidos. Los fosfogliceridos contienen dos acidos gra sos unidos al 
glicerol. Los acidos grasos pueden ser diferentes entre si y se designan R1 y R2, E! łercer 
carbono del glicerol esta Ngado a un grupo fosfato (formando acido fosfatidico), que a su vez 
esta frecuentemente unido a otrą molecula polar pequeha (formando fosfati dii etanol amina, 
fosfatidilcolina, fosfatidilserina, o fosfatidilinositol). En la esfingomieiina dos cadenas hidro- 
carbonadas se unen a un grupo polar de cabeza formado por senna en vez de glicerol. 


lar de cabeza formado por serina en vez de glicerol. Todos los fosfolipidos tie- 
nen colas hidrófobas, consistentes en las dos cadenas hidrocarbonadas, y gru¬ 
pos hidrófilos de cabeza, consistentes en el grupo fosfato y sus uniones pola- 
res. Consecuentemente, los fosfolipidos son moleculas anfipaticas, en parte 
sol u bies en agua y en parte insolubles. Esta propiedad de los fosfolipidos es la 
base para la formación de membranas biológieas, como ya se detalla mas ade- 
lante en este capitulo. 

Ademas de los fosfolipidos, muchas membranas celulares contienen glicoli- 
pidos y colesterol. Los glicolipidos se componen de dos cadenas hidrocarbona- 
das ligadas a grupos polares de cabeza que contienen carbohidratos (Fig. 2.8). 
Son de esta forma similares a los fosfolipidos en su organización generał como 
moleculas anfipaticas. El colesterol, por el contrario, consta de cuatro anillos 
hidrocarbonados en vez de cadenas lineales hidrocarbonadas (Fig. 2.9). Los 
anillos hidrocarbonados son intensamente hidrofobos, pero el grupo hidroxilo 
(OH) unido a un extremo del colesterol es debilmente hidrófilo, asi que el coles¬ 
terol tambien es anfipatico. 

Ademas de su papel como componentes de membranas celulares, los lipi- 
dos funcionan como moleculas de seńalización, tanto dentro como fuera de las 
eełulas. Las hormonas esteroideas (como los estrógenos y ta testosterona) 
son derivados del colesterol (vease Fig. 2.9). Las hormonas son un grupo varia- 
do de mensajeros guimicos, todos elfos contienen cuatro anillos hidrocarbona¬ 
dos a los que se unen grupos funcionales especificos. Los derivados de los 
fosfolipidos tambien funcionan como mensajeros celulares dentro de las celu- 
las, actuando para transmitir seńales desde los receptores de la superficie celu- 
iar hasta sus dianas intracelulares, que regulan una amplia gama de procesos 
celulares, incluyendo la proliferación celular, ef movimiento, la supervivencia y 
la diferenciación (vease Cap. 13). 
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Figura 2.8 

Estructura de los glicolipidos. Dos ca¬ 
denas hidrocarbonadas unidas a un grupo 
polar de cabeza formado por serina y que 
contienen carbohidratos (p. ej., glucosa). 


Figura 2.9 

Colesterol y hormonas esteroideas. El 

colesterol, un importante componente de 
las membranas celulares, es una molecuh 
la anfipatica debido a su grupo polar hfdro- 
xilo. El colesterol tambien es un precursor 
de las hormonas esteroideas, como la tes¬ 
tosterona y el estradiol (un tipo de estró- 
geno). Los atomos de carbono ligados a 
los anillos de carbono no estan represen- 
tados en esta figura. 
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Acidos nucleicos 


Figura 2.10 

Componentes de Los acidos nuclei¬ 
cos. Los acidos nucleicos contienen ba- 
ses purinicas y pirimidmicas ligadas a 
azucares fosforiiados. Una base de un 
acido nucleico ligada solo a un azucar es 
un nucleósido, Los nucleótidos ad e mas 
contienen uno o mas grupos fosfato. 


Los acidos nucleicos —ADN y ARN— son las principaies moleculas de informa- 
ción de la celula. El acido desoxirribonucleico (ADN) desempeńa un papę! 
unico como materiał genetico, que en las celulas eucariotas se encuentra en el 
nucleo. Distintos tipos de acido ribonucleico (ARN) participan en dlstintas ac- 
tividades celulares. El ARN mensajero (ARNm) transporta información desde 
el ADN a los ribosomas, donde sirve como mofde para la smtesis de protefnas. 
Otros dos tipos de ARN (ARN ribosómico y ARN de transferencia) estan 
implicados en la smtesis de protefnas, Ademas otras formas de ARN estan im- 
plicadas en el procesamiento y transporte tanto del ARN como de protefnas. 
Ademas de actuar como una molecula informativa, el ARN tambiśn es capaz de 
catalizar diversas reacciones qufmicas. En las celulas actuales, estas incluyen 
reacciones implicadas tanto en la smtesis proteica como en el procesamiento 
del ARN, 


Pufinas 



Adenina (A) Guanina (G) 


Pirimtdinas 














Capftulo 2 • Qui'mica celular • 49 


Figura 2.11 

Polimerización de los nudeótidos. Un enlace fosfodiester se forma enlre el grupo 3' 
hidroxilo de un nucleótido y el grupo 5' fosfato de otro. Lina cadena polinucieótida tiene un 
sentido eon un extremo terminando en un grupo 5' fosfato (el extremo 5 ) y el otro en un 
grupo 3' hidroxilo (el extremo 3 1 ). 



oGl OH 


El ADN y el ARN son polimeros de nudeótidos, que consisten en bases de 
purina y pirimidina ligadas a azucares fosforilados (Fig. 2.10). El ADN contie- 
ne dos purinas (adenina y guanina) y dos pirimidinas (citosina y timina). Ade¬ 
nina, guanina y citosina tambien estan presentes en el ARN, pero el ARN con- 
tiene uracilo en lugar de timina. Las bases estan iigadas a azucares (2 - 
desoxirribosa en el ADN, o ribosa en el ARN) para formar nucleósidos. Los 
nudeótidos ademas contienen uno o mas grupos fosfato ligados al carbono 5' 
de los azucares de los nucleósidos. 

La polimerización de nudeótidos para formar acidos nucleicos implica la for- 
mación de enlaces fosfodiester entre el 5' fosfato de un nucleótido y el 3' 
hidroxilo de otro (Fig. 2.11). Los oligonucleótidos son pequenos polimeros 
que contienen solo unos pocos nudeótidos; los polinucleótidos mayores que 
componen el ARN y ADN celular pueden contener miies o millones de nucleóti- 
dos respectivamente. Es importante seńalar que una cadena polinucleotidica 
tiene un sentido, eon un extremo de la cadena terminando en un grupo 5' fosfato 
y el otro en un grupo 3' hidroxilo, Los polinucleótidos siempre se sintetizan en la 
dirección 5' a 3', ańadiendose un nucleótido librę al grupo 3' OH de la cadena en 
formación. Por convención, la secuencia de bases en el ADN o ARN tambien se 
escribe en la dirección 5' a 3'. 

La información del ADN y del ARN se transmite por el orden de las bases en 
la cadena polinucleotidica. El ADN es una molecula de dobie hebra que consis- 
te en dos cadenas de polinucleótidos que discurren en direcciones opuestas 
(vease Cap, 3), Las bases se eneuentran en la parte interna de la molecula, y 
las dos cadenas estan unidas por enlaces de hidrógeno entre pares de bases 
complementarias. La adenina se aparea eon la timina y la guanina eon la citosi¬ 
na (Fig. 2.12). La principal consecuencia de este emparejamiento complemen- 
tario es que una hebra de ADN (o de ARN) puede actuar como molde para 
dirigir la sintesis de una cadena complementaria. Los acidos nucleicos son por 
lo tanto excepcionalmente capaces de dirigir su propia auto-replicación, permt- 
tiendoles funcionar como las moleculas de información fundamentales de la ce- 
lula. La información transportada por el ADN y el ARN dirige la sintesis de pro- 
temas especificas, que controlan la mayorla de la actividad celular. 

Los nudeótidos no sóio son importantes como los ladrillos de conslrucción 
de los acidos nucleicos; tambien desempeńan papeles vitales en otros proce- 
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Figura 2.12 

Emparejamiento complementario entre bases del acido nucleico. La formación de 
enlaces de hidrógeno entre bases en hebras opuestas de ADN conduce al apareamiento 
especffico de guanina (G) eon citosina (C) y de adenina (A) eon la timina (T). 
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sos celulares. Quizas el ejemplo mas destacado es el adenosin 5' trifosfato 
(ATP), que es la principai forma de energia qufmica dentro de las celulas. Otros 
nucleótidos funcionan de manera similar como transportadores de energia o de 
grupos quimicos reactivos en una gran variedad de reacciones metabólicas, 
Ademas, algunos nucleótidos (p. ej., AMP cielico) son importantes moleculas 
de seńalización dentro de las celulas (vease Cap. 13). 


Proteinas 


Figura 2.13 

Estructura de los aminoacidos, Cada 
aminoacido consiste en un atomo de car- 
bono central (el carbono ot) iigado a un 
atomo de hidrógeno. un grupo carboxilo T 
un grupo amino ; y una cadena lateral es- 
pecifica (denominada R). A pH fisiologi- 
co, tanto el grupo carboxilo como el ami¬ 
no se eneuentran ionizados, como se 
muestra en la Figura, 
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Mientras que los acidos nucleicos transportan la información genetica de la ce^ 
lula, la responsabflidad basica de las proteinas es ejecutar las tareas dirigidas 
por esa información. Las proteinas son las mas variada$ de todas las maeromo- 
leculas, y cada celula contiene varios miles de proteinas diferentes, que reali- 
zan una amplia gama de funciones. Los papeles de las proteinas incluyen servir 
como componentes estructurales de celulas y tejidos, actuar en el transporte y 
almacenamiento de pequeńas moleculas (p. ej., , en el transporte de oxigeno 
por la hemoglobina), transmitir información entre celulas (p, ej., hormonas pro- 
teicas), y proporcionar una defensa frente a la infección (p, ej,, antieuerpos). La 
propiedad fundamental de las proteinas, sin embargo, es su capacidad para 
actuar como enzimas, que, como se trata en la siguiente sección, catalizan casi 
todas las reacciones qumnicas en los sistemas biológicos. De este modo, las 
proteinas dirigen virtualmente todas las actividades de la celula. La im porta ncia 
central de las proteinas en la quimica biológica viene determinada por su nom- 
bre, derivado de la palabra griega proteios , que significa «de primer rango». 

Las proteinas son polimeros de 20 aminoacidos distintos. Cada aminoaci¬ 
do consiste en un atomo de carbono (llamado carbono «) Iigado a un grupo 
carboxilo (COOj, un grupo amino (NHJ), un atomo de hidrógeno, y una cadena 
lateral caracterfstica (Fig, 2,13), Las propiedades ąuimieas especfficas de las 
diferentes cadenas laterales de los aminoacidos determinan los papeles de 
cada aminoacido en la estructura y función proteica. 

Los aminoacidos pueden agruparse en cuatro amplias categonas depen- 
diendo de las propiedades de sus cadenas laterales {Fig. 2.14) Diez aminoaci¬ 
dos tienen cadenas laterales no polares que no interaccionan eon el agua. La 
glicina es el aminoacido mas simpfe, eon una cadena lateral consistente en un 
solo atomo de hidrógeno. La alanina, valina, leucina e isoleucina tienen cade¬ 
nas laterales hidrocarbonadas compuestas por hasta cuatro atomos de carbo¬ 
no. Las cadenas laterales de estos aminoacidos son hidrófobas y de ahf que 
tiendan a localizarse en el interior de las proteinas, donde no se eneuentran en 
contacto eon el agua. tgualmente. la prolina tiene una cadena lateral hidrocar- 
bonada, pero es la unica que en su cadena lateral esta ligada al nitrógeno del 
grupo amino asi como al carbono 2 , formando una estructura cielica. Las cade¬ 
nas laterales de dos aminoacidos, cistema y metionina, contienen atomos de 
azufre. La metionina es bastante hidrófoba, pero la cistema lo es menos debido 
a su grupo sulfhidrilo (SH). Como se trata mas adelante, el grupo sulfhidrilo de la 
cistę i na desempeha un importante papel en la estructura proteica porque se pue¬ 
den formar enlaces disulfuro entre las cadenas laterales de distintos residuos de 
cistema. Finalmente, dos aminoacidos no polares, fenilalanina y triptófano, tie¬ 
nen cadenas laterales que contienen anillos aromaticos muy hidrófobos. 

Cinco aminoacidos tienen cadenas laterales sin carga pero polares, Estos 
incluyen la serina, la treonina y la tirosina, que tienen grupos hidroxilo en sus 
cadenas laterales, asi como la asparragina y la glutamina. que tiene grupos 
amida (O C Nl-y polares, Debido a que las cadenas laterales de estos ami¬ 
noacidos pueden formar enlaces de hidrógeno eon el agua, estos aminoacidos 
son hidrófobos y tienden a localizarse en la parte extema de las proteinas. 

Los aminoacidos Nsina, arginina e histidina tienen cadenas laterales eon gru~ 
pos basicos cargados. La lisina y la arginina son aminoacidos muy basicos, y 
sus cadenas laterales estan cargadas positivamente dentro de la celula Por lo 
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Aminoacidos no polares 
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tanto. son muy hidrófilos y se encuentran en contacto eon el agua en la superfi- 
cie de las protefnas* La histidina puede estar sin carga o cargada positivamente 
a pH fisiológico, asi que eon frecuencia desempeńa un papel activo en reaccio- 
nes enzimaticas que implican el intercambio de iones hidrógeno, como se 
muestra en el ejemplo de catalisis enzimatica tratado en la siguiente seccićn. 

Por ultimo, dos aminoacidos, el acido aspartico y el acido glutamino, tienen 
cadenas laterales acidas que terminan en grupos carboxilo. Estos aminoacidos 
estan cargados negativamente dentro de la celula y por lo tanto a menudo se 
denominan aspartato y glutamato. Como los aminoacidos basicos, estos ami¬ 
noacidos son muy hidrófilos y habituatmente se localizan en la superficie de las 
proteinas. 

Los aminoacidos estan unidos por enlaces peptidicos entre el grupo % ami¬ 
no de un aminoacido y el grupo a carboxilo del siguiente (Fig. 2.15). Los poii* 
peptidos son cadenas lineales de aminoacidos, habitualmente de cientos o 


Figura 2.14 

Aminoacidos. Se indican las abreviatu- 
ras de tres y una letra para cada aminoaci¬ 
do Los aminoacidos se agrupan en cua- 
tro amplias categonas dependiendo de 
las propiedades de sus cadenas laterales: 
no polares, polares, basicas y acidas. 
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Experimento clave 


Plegamiento de las cadenas polipeptidicas 


Rotura de reducción de los puentes disulluro en la ribonucleasa 

Michael Sefa, Frederick H.White, Jr., y Christian B, Anfinsen 

National Institutes of Health, Bedestha, MD 
Science, Yolumen 125, 1957, pags 691-692 


Contexto 

Las proteinas funcionales son 
estructuralmente mucho mas 
compfejas que las cadenas 
lineales de aminoacidos. La 
formación de enzimas activas o de 
otras proteinas requiere del 
plegamiento de las cadenas 
polipeptidicas en configuraciones 
tridimensionaies precisas. Esta 
diferencia entre las proteinas y las 
cadenas polipeptidicas piantea 
preguntas cruciales eon relación a 
la comprensión de la estructura y 
f unción proteica. ^Cómo se 
eseoge la configu ración proteica 
adecuada de las multiples 
configu raciones posibles que 
podrian ser adoptadas por un 
polipeptido, y cual es la naturaleza 
de la información que dirige el 
plegamiento de las proteinas? 

Los clasicos experimentos 
realizados por Christian Anfinsen y 
sus colaboradores proporcionan 
respuestas a estas preguntas, 
Estudiando la enzima 
ribonucleasa, Anfinsen y sus 
colaboradores fueron capaces de 
demostrar que las proteinas 
desnaturalizadas pueden 
replegarse espontaneamente 
adoptando u na configu ración 


activa. Por lo tanto, toda la 
información requerida para 
espeoificar la configuración 
tridimensional correcta de una 
proteina estó contenida en su 
secuencia primaria de 
aminoacidos. Una serie de estos 
experimentos lievó a Anfinsen a ta 
condusión de que la estructura 
tridimensional nativa de una 
proteina se corresponde a su 
conformación termodinamicamente 
mas estable, determinada por las 
interacciones entre sus 
aminoacidos constituyentes. Las 
observaciones originales que 
condujeron a la formulación de este 
principio crucial fueron 
comunicadas en este articulo de 
1957 por Anfinsen, Michael Sela y 
Fred White, 

Experimentos 

La proteina estudiada por Sela. 
White y Anfinsen era la 
ribonucleasa bovina, una pegueńa 
proteina de 124 aminoacidos que 
contiene cuatro enlaces disulfuro 
(S-S) entre las cadenas laterales 
de residuos de cisteina, La 
actividad enzimatica de la 
ribonucleasa podia estar 
determinada por su habilidad para 



Grupos SH 


Resumen de los resuliados de los experimenlos 
de renaturalizactón. La actividad enzimatica 
viene reprasentada como una función del 
numero de grupos sulfhidrilo presentes despuśs 
de diversos tratamientos. La actividad se 
expresa como porcentaje de la actiuidad de la 
enzima nativa. 

deg radar A RN a nucleótidos, 
proporcionando una evafuación sencilia 
de la función de la proteina nativa. 

Esta actividad enzimótica se perdia 
completamente cuando la ribonucleasa 
se sometia a tratamientos que 
alteraban los enlaces no covalentes (p. 
ej., los enlaces de hidrógeno) o 
desdoblaban los enlaces disulfuro al 
reducirlos a grupos sulfihidrilo (SH). La 
proteina desnaturalizada parecia asi 
estar en una conformación aleatoria 
inactiva. 
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Enlace peptidico 


miles de aminoacidos de longitud. Cada cadena polipeptidica tiene dos extremos 
distintivos ( uno terminando en un grupo a amino (el extremo amino, o N terminal) 
y el otro en un grupo ol carboxilo (el extremo carboxi-, o C, terminal), Los polipepti- 
dos se sintetizan desde el extremo amino al carboxilo terminal, y la secuencia de 
aminoacidos en un polipeptido se escribe (por convención) en el mismo orden. 
La caracteristica definitoria de las proteinas es que son polipeptidos eon 
secuencias de aminoacidos especificas, En 1953, Frederick Sanger fue el prt- 


Flgura 2.15 

Formación de un enlace peptidico, El grupo carboxilo de un aminoacido se figa al grupo 
amino de otro 
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Plegamiento de las cadenas polipeptidicas (continuación) 


Sela, White y Anfinsen observaron T 
algo crucial, que la actividad 
enzimatica reaparece si la proteina 
desnaturalizada se Sncubaba en 
condiciones que permitia a la 
cadena polipeptidica replegarse y 
reformarse a los enlaces disuifuro. 
En estos experimentos se retiraban 
los agentes desnaturafizantes, y la 
enzima inactivada era incubada a 
temperatura ambiente en un 
tampon fisiológico en presencia de 
0 2 . Este procedimiento llevó a la 
oxidación de los grupos suifhidrilo y 
a la reformación de los enlaces 
disuifuro. Durante este proceso, la 
enzima recuperó su actividad 
catalfttca, indicando que se habta 
replegado a su configuraclón 
nativa. Debido a que no estaba 
presente ningun otro componente 
celular, toda la información 
requerida para el plegamiento 
proteico adecuado parecia estar 
contenida en la secuencia pn marla 
de aminoacidos de la cadena 
poltpeptrdica, 

Impacto 

Experimentos postenores 
definieron las condiciones bajo las 


que la ribonucleasa 
desnaturalizada recuperaba 
completamente su estructura 
nativa y su actividad enzimatica, 
estableciendo la ^hipótesis 
termodinamica* del plegamiento 
proteico —esto es, la estructura 
nativa tridimensional de una 
proteina corresponde al estado 
termodinamicamente mas estable 
en condiciones flsiológicas. La 
estabilidad termodinamica esta 
gobernada por las interacdones de 
los aminoacidos constftutivos, asi 
que la configuración tridimensional 
de las proteinas esta determinada 
directamente por su secuencia de 
aminoacidos Puesto que el orden 
de los nucleótidos en el AD IM 
especifica la secuencia de 
aminoacidos de un polipeptido, se 
deduce que la secuencia de 
nucleótidos de un gen contiene 
toda la información necesaria para 
determinar la estructura 
tridimensional de su producto 
proteico. 

Aunque el trabajo de Anfinsen 
estableció la base termodinamica 
del plegamiento proteico, 
comprender el mecanismo de este 
proceso continua siendo un area 



Christian Anfinsen 


de investigaoión activa. El 
plegamiento proteico es 
extremadamente complejo T y 
todavfa somos incapaces de 
deducir la estructura tridimensional 
de una proteina directamente de su 
secuencia de aminoacidos, 
Tambien es importante destacar 
que el plegamiento espontaneo de 
las proteinas in vitro es mucho 
mas lento que el plegamiento 
proteico dentro de la celula, que es 
asistido por enzimas (vease Cap. 
7), El plegamiento proteico 
continua siendo de este modo un 
desafio central en la guimica 
biológica. 


mero en determinar la secuencia completa de aminoacidos de una proteina, la 
hormona insulina. Se encontró que la insulina estaba constituida por dos cade- 
nas polipeptidicas, unidas por enlaces disuifuro entre residuos de cisteina (Fig 
2.16). Lo que era mas importante, el experimento de Sanger reveló que cada 
proteina consiste en una secuencia especifica de aminoacidos. Las proteinas 


Figura 2.16 

Secuencia de aminoacidos de la insulina. La insulina contiene dos cade¬ 
nas polipeptidicas, una de 21 y otrą de 30 aminoacidos (indicados aqui se- 
gun sus abreviaturas de una letra). Las cadenas laterales de tres pares de 
residuos de cisteina estan unidas por enlaces disuifuro, dos de los cuales 
coneetan las cadenas polipeptidicas. 
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Enlaces disuifuro entre 
residuos de cisteina 
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El calentamiento y el tratamienfo 
eon un agente qufmico reductor 
para romper los puentes disulfuro 
altera la conflguración nativa. 



Enlaces disulfuro 



124 


110 


Si la ARNasa desnaturalizada vuelve 
a sus condiciones nativas, se 
replegara esponlanearnente 
ad o pt and o su co n fig u rac id n natural. 



ARNasa nałiva 


ARNasa desnaturaltzada 


ARNasa nativa 


Figura 2. 1 7 

Desnaturalización y replegamiento pro- 
teico. La ribonucleasa (ARNasa) es una 
proteina de 124 aminoacidos (indicados 
por numeros). La proteina normalmente 
esta plegada en su configuración natural, 
que contiene cuatro enlaces disulfuro (in¬ 
dicados como circulos pareados que re- 
presentan residuos de cisteina). 



Grupo hemo 


C terminal 


se secuencian actualmente utilizando metodos automatizados, y hoy por hoy se 
conoce la secuencia completa de aminoacidos de mas de 100.000 proteinas. 
Cada una consiste en una secuencia uniea de aminoacidos, determinada por el 
orden de los nucleótidos en un gen (vease Cap, 3), 

La secuencia de aminoacidos de una proteina es solo el primer elemento de 
su estructura, En vez de ser cadenas prolongadas de aminoacidos, las protei- 
nas adoptan configuraciones tridimensionales caracteristicas que son cruciales 
para su función. Estas configuraciones tridimensionales de las proteinas son el 
resultado de las interacciones entre sus aminoacidos constituyentes, asi que la 
forma de las proteinas viene determinada por su secuencia de aminoacidos. 
Esto fue demostrado por primera vez por los experimentos de Christian Anfin- 
sen en los que altero la estructura tridimensional de las proteinas mediante 
tratamientos tales como el calentamiento, que rompen los enlaces no covalen- 
tes —un proceso denominado desnaturalización (Fig. 2,17}—. Despues de la 
incubación en condiciones mas favorabfes, dichas proteinas desnaturalizadas 
eon frecuencia regresan esponlanearnente a sus configuraciones nativas. indi- 
cando que estas configuraciones estan determinadas directamente por la se¬ 
cuencia de aminoacidos. 

La estructura tridimensional de las proteinas se analiza eon mayor fre¬ 
cuencia por cristalografia de rayos X, una tecnica de alta resolución que 
puede determinar el ordenamiento de atomos individuales dentro de una mo- 
lecula. Se dirige un haz de rayos X a los cristales de la proteina que se desea 
analizar. y el patron de rayos X que pasan a traves del cristal proteinico se 
detecta en una pelicula de rayos X. A medida que los rayos X chocan contra el 
cristal, son dispersados en patrones caracteristicos determinados por el orde¬ 
namiento de los atomos en la molecula. La estructura de la molecuJa puede por 
tanto ser deducida a partit del patron de rayos X dispersados (el patron de di- 
fracción). 

En 1958, John Kendrew fue ei primero en determinar la estructura tridimem 
sionai de una proteina, la mioglobina --una proteina relativamente simpie de 
153 aminoacidos {Fig, 2.18)—, Desde entonces, se ha analizado la estructura 
tridimensional de varios miles de proteinas. La mayorfa, como la mioglobina. 
son proteinas globulares eon cadenas polipeptidicas plegadas en estructuras 


Figura 2.18 

Estructura tridimensional de la mioglobina. La mioglobina es una proteina de 153 
aminoacidosque esta implicada en el transporte de oxigeno La cadena polipeptidica esta 
plegada alrededor del grupo hemo que sirve como lugar de enlace de oxfgeno. 
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Helice a 


En lace de hidrógeno 
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Figura 2.19 

Estructura secundaria de las protei¬ 
na s. Los tipos mas comunes de estructura 
secundaria son la helice x y la hoja fi. En la 
helice a T los enlaces de hidrógeno se for- 
man entre grupos CO y NH de enlaces 
peptfdicos separados por cuatro residuos 
de aminoacidos. En ia hoja />, los enlaces 
de hidrógeno conectan dos partes de una 
cadena polipeptidica que se encuentran 
una junto a otrą. Las cadenas laterales de 
los aminoacidos no se muestran. 


Hoja |i 




C 


Enlace de 
hidrógeno 



compactas, aunque algunas (como las protefnas estructurales de los tejidos 
conectivos) son largas moleculas fibrosas. El analisis de la estructura tridimen- 
sional de estas protefnas ha reve!ado varios principios basicos que gobieman el 
plegamiento proteinico, aunque !a estructura proteica es tan compleja que pre- 
decir la estructura tridimensional de una proteina direciamente a partir de su 
secueneia de aminoacidos es imposible. 

La estructura proteica generalmente se describe en cuatro niveles. La es¬ 
tructura primaria de una proteina es la secueneia de aminoacidos de su cade¬ 
na polipeptidica. La estructura secundaria es el ordena- 
miento regular de aminoacidos dentro de regiones localiza- 
das del polipeptido. Dos tipos de estructura secundaria, que N terminal 
fueron propuestos por primera vez por Linus Pauling y Ro¬ 
bert Corey en 1951, son particuiarmente comunes: la heli* 
ce n y la hoja fi. Ambas estructuras secundarias se mantie- 
nen por enlaces de hidrógeno entre los grupos CO y NH de 
los enlaces peptidicos. La helice y se forma cuando una re¬ 
gion de una cadena polipeptidica se enrolla sobre SI misma, 
eon el grupo CO de un enlace peptidico formando un enlace 
de hidrógeno eon el grupo NH de un enlace pep¬ 
tidico situado cuatro residuos mas abajo de la 
cadena lineal polipeptidica (Fig. 2.19). En con- 
traste, la hoja fi se forma cuando dos partes de 
una cadena polipeptidica se encuentran una jun¬ 
to a otrą eon enlaces de hidrógeno entre ellas. 

Estas hojas fi pueden formarse entre varias he- 
bras polipeptidicas, que pueden estar orientadas 
bien paralela o antiparatelamente entre sf. 

La estructura terciaria es el plegamiento de 
la cadena polipeptidica como resultado de las in- 
teracciones entre las cadenas laterales de ami¬ 
noacidos que se encuentran en diferentes regio- 


Figura 2.20 

Estructura terciaria de la ribonuclea- 

sa. Estructura terciaria de la ribonuclea- 
sa. Regiones de estructura secundaria de 
helices y y hojas fi, conectadas por regio¬ 
nes \azo, s© ptiegan en la config u ración 
nativa de la proteina. En esta representa- 
ción esquematica de la cadena polipepti¬ 
dica como un modela de cinta, las helices 
-/ estan representadas como espirales y 
las hojas fi como fiechas anchas. 


Region lazo 


Hoja 


C terminal 
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Cadenas « 


Grupo hemo Cadenas [3 


Figura 2.21 

Estructura cuaternaria de la hemoglo¬ 
bina. La hemoglobina se compone de 
cuatro cadenas polipeptidicas, eada una 
de las cuales esta ligada a un grupo 
hemo. Las dos cadenas 2 y las dos cade¬ 
nas fi son identicas. 


nes de la secuencia primaria (Fig. 2.20). En la mayona de las protemas, combi- 
naciones de helices 2 y hojas fi, conectadas por regiones lazo de la cadena 
polipeptidica, se pliegan en estructuras globulares compactas denominadas 
dommios, que son las unidades basicas de ia estructura terciaria. Las protei- 
nas pequeńas, como la ribonucleasa o la mioglobina, contienen solamente un 
unico dominio; las proteinas mas grandes pueden contener varios dominios dF 
ferentes, que frecuentemente estan refacionadoscon funciones caracteristicas. 

Un determinantę crucial de ia estructura terciaria es la localización de los 
aminoacidos hidrófobos en el interior de la proteina y de los aminoacidos hidró- 
filos en la superficie, donde interaccionan eon el agua. El interior de las proteF 
nas piegadas esta constituidos de este modo principalmente de aminoacidos 
hidrófobos organizados en helices x y hojas fi; estas estructuras secundarias se 
eneuentran en el centro hidrófobo de las proteinas porque los enlaces de hidró- 
geno neutralizan el caracter polar de los grupos CO y NH de la cofumna verte- 
brał polipeptidica. Las regiones lazo que conectan los elementos de la estructu¬ 
ra secundaria se eneuentran en !a superficie de las protemas piegadas, donde 
los componentes polares de los eniaces peptidicos forman enlaces de hidróge- 
no eon el agua o eon las cadenas laterales de los aminoacidos hidrófilos. Las 
interacciones entre las cadenas laterales de los aminoacidos polares (enlaces 
de hidrógenoy enlaces iónicos) en la superficie proteica son tambien importan- 
tes determinantes de la estructura terciaria. Ademas, los enlaces disulfuro co- 
valentes entre grupos sulfhidrilo de los residuos de cisteina estabilizan la es¬ 
tructura plegada de muchas proteinas de la superficie celular o de secreción. 

El cuarto nivel de la estructura proteica, la estructura cuaternaria, consiste 
en las interacciones entre diferentes cadenas polipeptidicas en proteinas com- 
puestas de mas de un polipeptido. La hemoglobina, por ejemplo, esta compues- 
ta por cuatro cadenas polipeptidicas que se mantienen unidas por el mismo tipo 
de interacciones que mantienen la estructura terciaria (Ftg. 2.21), 

De este modo, las caracteristicas quimicas propias de los 20 aminoacidos 
distintos conducen a una variación considerable en la configuración tridimensio- 
nal de las proteinas piegadas. En consecuencia, las protemas constituyen un 
grupo extremadamente complejo y variado de macromoleculas, adaptadas a la 
gran variedad de tareas que llevan a cabo en la biologia celular. 


Papel central de las enzimas como catalizadores 
biológrcos 

Una tarea fundamental de las proteinas es actuar como enzimas —catalizado¬ 
res que inerementan la velocidad de practicamente todas las reacciones quimi- 
cas dentro de ta celula — , Aunque los ARN son capaces de catalizar algunas 
reacciones, la mayona de las reacciones biológicas son catalizadas por protei- 
nas En ausencia de catalisis enzimatica, la mayona de las reacciones bioquF 
micas son tan tentas que no ocurnrian en condiciones de temperatura y presión 
compatiblescon la vida. Las enzimas aceleran la velocidad de estas reacciones 
muy por encima de un milion de veces, de tal forma que reacciones que tarda- 
rian ańos en la ausencia de catalisis pueden ocurrir en fracciones de segundo si 
son catalizadas por la enzima adecuada. Las celulas contienen miles de enzi¬ 
mas diferentes, y su actividad determina cuales de las multiples reacciones quF 
micas posibles tienen tugar en la practica dentro de la celula. 

Acfhndad catalizadora de las enzimas 

Como todos los demas catalizadores, las enzimas se caracterizan por dos pro- 
piedades fundamentales. En primer lugar, aumentan la velocidad de las reac¬ 
ciones guimicas sin ser consumidas o alteradas permanentemente por ta reac- 
ción. En segundo lugar, aumentan la velocidad de las reacciones sin alterar el 
equilibrio quimico entre sustratos y productos. 
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Estos principios de catalisis enzimatica se ilustran en el siguiente ejemplo, 
en el que una molecula sobre la que actua un enzima (denominada sustrato 
[Sj) se convierte en un producto (P) como resultado de la reacción, En ausen- 
da de enzima, la reacción puede escribirse como sigue; 

S-P 

El equilibrio guimico entre S y Pdepende de las leyes de la termodinamica 
(como se trata mas adelante en la siguiente sección de este Capi tu lo) y se 
representa como la razón de las velocidades de las reaceiones directa e inversa 
(S—Py respectivamente). En presencia de la enzima apropiada, ta eon- 
versión de S a P se aceiera, pero e! equilsbrio entre S y P no se altem. Por lo 
tanto, la enzima deberia acelerar las reaceiones directa e inversa igualmente. 
La reacción puede escribirse como sigue: 


Observese que la enzima (£) no se altera por la reacción, asi que el equiii- 
brio quimico se mantiene inalterado, determinado tan solo por las propiedades 
termodinamicas de S y P. 

El efecto de la enzima en una reacción como esta se ilustra mejor por los 
cambios energettcos que deben ocurrirdurante la conversión de Sa F{Fig. 2.22). 
El equilibrio de la reacción viene determinado por el estado energetico finał de S 
y P t que no estan afectados por la catalisis enzimatica. Para que la reacción 
enzimatica pueda producirse, sin embargo, el sustrato debe convert!rse primero 
a un estado de mayor energia, denominado estado de transición. La energia 
necesaria para alcanzar el estado de transición (la energia de activación) 
constituye una barrera para el desarrollo de la reacción, limitando la velocidad 
de la reacción. Las enzimas (y otros catafizadores) actuan reduciendo la ener¬ 
gia de activación T incrementando de este modo la velocidad de la reacción. El 
incremento de velocidad es el mismo tanto en la dirección directa como en la 
inversa, ya que ambas deben pasar por el mismo estado de transición. 

La actividad catalitica de las enzimas implica su unión a los sustratos para for- 
mar un complejo enzima-sustrato (ES), El sustrato se une a una region especifica 
de la enzima, denominada lugar activo. Mientras esta ligado al lugar activo, el sus¬ 
trato se convierte en el producto de la reacción, que entonces se separa de la enzi¬ 
ma, La reacción cafalizada por enzimas puede por lo tanto escribirse como sigue: 

S+E^±ES^E+P 

Obsen/ese que E aparece inalterada en ambos lados de la ecuación, asi que 
el equilibrio no se afecta. Sin embargo, la enzima proporciona una superticie so¬ 
bre la que las reaceiones que convierten S en P pueden tener lugar mas facilmen- 
te, Esto es el resultado de las interacciones entre la enzima y sustrato que dismi- 
nuyen la energia de activación y favorecen la formación del estado de transición. 



Figura 2.22 

Diagramas energeticos para reaccio- 
nes catalizadas y no catalizadas. La 

reacción ii ust rada es la conversión simple 
de un sustrato S a un producto P. Debido 
a que e! estado finei de energia de P es 
menor que el de S, la reacción progresa 
de izquierda a derecha. Para que la reac¬ 
ción tenga lugar, sin embargo, S debe pa¬ 
sar primero por un estado de transición de 
mayor energia. La energia requerida para 
alcanzar este estado de transición (la 
energia de activación) representa una ba¬ 
rrera al desarrollo de la reacción y por lo 
tanto determina la velocidad a la que la 
reacción auanza. En presencia de un ca- 
talizador (p. ej. r una enzima), la energia 
de activación disminuye y la reacción se 
produce a una veiocidad acelerada. 


Figura 2.23 

Catalisis enzimatica de una reacción 
entre dos sustratos. La enzima propor¬ 
ciona un molde sobre el que los reactan- 
tes se aproximan en !a posición y orienta- 
ción adecuada para reaccionar entre si. 
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(B) 



El sustratoy la enzima 
son dislorsionados a 
la conformación del 
estado de transición 



Figura 2.24 

Modelos de la interacción enzima-sus- 

trato. (A) En el modelo de la llave y la ce- 
rradura, el su strato encaja perfecta menie 
en el sitio activo de la enzima. (B) En el 
modelo de ajuste inducido, la unión defi 
sustrato distorsiona las conformaciones 
tanto de la enzima como del sustrato. Esta 
distorsión aproxima al sustrato a laconfor- 
mación del estado de transición, aceleran- 
do de este modo la reacción. 


Mecanismos dc catdlisis enzimdtiai 

La unión dei sustrato al sitio activo de una enzima es una interacción muy 
especifica. Los lugares activos son grietas o hendiduras en la superficie 
de una enzima, habitualmente compuestas de aminoacidos de diferentes 
partes de la cadena polipeptfdica que se aproximan eon la estructura ter- 
ciaria de la proteina plegada, Los sustratos se ligan inicialmente al lugar 
activo mediante interacciones no covalentes, incluyendo enlaces de hi- 
drógeno, enlaces lónicos e interacciones hidrófobas. Una vez que el sus¬ 
trato esta unido al lugar activo de una enzima, multiples mecanismos pue- 
den acelerar su conversión en el producto de la reacción. 

Aunque este sencillo ejemplo tratado en la sección antenor implicaba 
una unica molecula de sustrato. la mayoria de las reacciones bioquimicas 
implican interacciones entre dos o mas sustratos diferentes. Por ejemplo, 
la formación de un enlace peptidico implica la unión de dos aminoacidos. 
Para reacciones como esta, la unión de dos o mas sustratos al lugar acti- 
vo en la posición y onentación adecuada acelera la reacción (Fig. 2.23). 

La enzima proporciona un molde sobre eł que los reactantes se aproxi- 
man y se orientan correctamente para favorecer la formación del estado de 
transición en e! que interactuan. 

Las enztmas tambien aceleran las reacciones alterando la conformación de 
sus sustratos para acercarse al del estado de transición, El modelo mas sencillo 
de interacción enzima-sustrato es el modelo de la llave y la cerradura, en el 
que el sustrato encaja perfectamente en el sitio activo (Fig. 2.24). En mucbos 
casos, sin embargo, las configuraciones tanto de la enzima como del sustrato 
son modificadas por la unión del sustrato —un proceso denominado ajuste rn- 
ducido — . En estos casos la conformación del sustrato se altera de tal forma 
que se asemeja mas a la del estado de transición, El estres producido por esta 
distorsión en el sustrato puede facilitar aun mas su conversión hasta alcanzar el 
estado de transición debilitando enlaces cruciales. Ademas, el estado de transi™ 


clón se estabiliza por su estrecha unión a la enzima, disminuyendo de este 
modo la energia de acth/ación requerida. 

Aparte de reunir multiples sustratos y distorslonar la conformación de los 
sustratos para aproximarios al estado de transición, muchas enzimas participan 
directamente en el proceso catalitico. En estos casos, las cadenas laterales 
especificas de aminoacidos en el sitio activo pueden reaecionar eon e! sustrato 
y formar enlaces eon intermediarios de la reacción. Los aminoacidos acidos y 
basicos estan freeuentemente implicados en estos mecanismos catalfticos, 
como se demuesfra en la siguiente discusión sobre la quimotripsina como un 
ejemplo de catalisis enzimatica. 


Figura 2.25 

Ligamiento del sustrato por las se* 
rin proteasas. El aminoacido adya- 
cente al enlace peptidico que sera roto 
se inserta en un «bolsillO” en el sitio 
activo de la enzima. En la quimotripsi- 
na, el bolsfllo liga aminoacidos hidrófo- 
bos; el bolsillo de unión de la tripsina 
confiene un residuo de aspartato car- 
gado negativamente que liga aminoa¬ 
cidos basicos medianie una interac- 
ción iónica. 



Enlace peptidico 
> que sera esetndido 


-N-C-G-N- 
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-N-C-C-N- 


Interacción hietrofóbica 


Interacción iónica 
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Figura 2.26 

Mecanismo catalftico de la quimiotrip- 
sina. Tres aminoacidos en el sitio activo 
{Ser-195, His-57 y Asp-102) desempertan 
papeles cruciales en la catalisis. 


La qiiimotripsina es miembro de 
una familia de enzimas (las serin pro- 
teasas) que digieren las protemas ca- 
talizando la hidrólisis de los enlaces 
peptidicos. La reacción puede escribir- 
se como sigue; 

Proteina + H 2 0 -+ Peptido, + Peptido 2 

Los diferentes miembros de la fami¬ 
lia de las serin proteasas (incluyendo 
guimotripsina, tripsina, elastasa y trom- 
bina) tienen especificidades de sustra- 
to caracteristicas; rompen preferente- 
mantę enlaces peptidicos adyacentes 
a diferentes aminoacidos. Por ejem- 
plo, mientras que la guimotripsina di- 
giere enlaces adyacentes a aminoaci¬ 
dos hidrófobos, como el triptófano y la 
fenilalanina, !a tripsina digiere enlaces 
junto a aminoacidos basicos, como la 
li sina y la arginina. Todas las serin pro¬ 
teasas, sin embargo, son similares en 
estructura y emplean el mismo meca¬ 
nismo de catalisis, Los sitios aetivos 
de estas enzimas contienen tres ami¬ 
noacidos cruciales —serina, histidina y 
aspartato— que conducen la hidrólisis 
del en lace peptidico. En verdad. estas 
enzimas se denominan serin protea¬ 
sas debido al papel central del residuo 
de serina. 

Los sustratos se ligan a las serin 
proteasas medianie la inserctón del 
aminoacido adyacente al sitio de corte 
en un bolsillo en el lugar activo de la 
enzima (Fig. 2.25). La naturaieza de 
este bolsillo determina la especifrcidad 
de sustrato de los diferentes miembros 
de la familia de las serin proteasas. 
Por ejemplo, et bolsillo de unión de la 
quimotripsina contiene aminoacidos 
hidrófobos que interaccionan eon las 
cadenas faterales hidrofóbicas de sus 
sustratos prefehdos. En contraste, ei 
bolsillo de unión de la tripsina contiene 
un aminoacido cargado negativamen- 
te (aspartato), que es capaz de tormar 
un enlace iónico eon residuos de argi¬ 
nina o de lisina de sus sustratos. 



N terminal 

% 


Sitio de corte 


C terminal 



N terminal 


C terminal 


La Ser-195 transfiere un a la 
His-57 y forma un intermediario o 
estado tetrahedrico de transición 
eon el sustrato. El Asp-102 
estabiliza la transferencia del H + 
a la His-57 medianie una 
imeracción iónica 
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La Lin i on del sustrato situa al en lace peptidico para ser desdoblado cercano 
a la serina del lugar activo (Fig. 2.26). El proton de esta serina entonces se 
transfiere a la histidina del iugar activo La conformación del lugar activo favo 
rece esta transferencia de protones porgue la histidina interacciona eon el re- 
siduo de aspartato cargado negativamente. La serina reacciona eon el sustra¬ 
to, formando un intermediario o estado de transición tetrahedneo. El enlace 
peptidico entonces se desdobla, y la porción C-terminal del sustrato se libera de 
la enzima. Sin embargo, el peptido N-terminai permanece unido a la serina. 
Esta situación se resuelve cuando una molecula de agua (ei segundo sustrato) 
entra en el sitio activo y revierte las reacciooes precedentes. El proton de la 
molecula de agua se transfiere a ia histidina, y su grupo hidroxilo al peptido, 
formando un segundo estado de transición tetrahedrico. El proton se transfiere 
entonces de la histidina de vuelta a la serina, y el peptido se libera de la enzima, 
completando la reacción. 

Este ejemplo ilustra diversos aspectos de la catalisis enzimaiica; la especifi- 
ctdad de las interacciones enzima-sustrato, la colocación de las distintas molś- 
culas de sustrato en el sitio activo, y la impticación de los residuos del sitio activo 
en laformación y estabilizacion del estado de transición. Aungue miles de enzi- 


(A) 

NAD + 




Figura 2.27 

Papel del NAD + en las reacciones de óxido-reduc- 
eión. (A) El nicotinamln adenin dinucleótido (NAD ł ) actua 
como un transportador de electrones en las reacciones de 
óxi do-red u ccion aceptando electrones (e - ) para forma r 
NADH. (8) Por ejemplo, el NAD + puede aceptar electrones 
de un sustrato (SI), produciendo SI oxidado mas NADH. 
El NADH formado en esta reacción puede entonces trans- 
ferirsus electrones a un segundo sustrato (82), produden- 
do 32 reductdo y regenerando NAD'. El efecto neto es la 
transferencia de electrones (transportados por NADH) de 
SI (que se oxida) a S2 (que se reduce). 
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TABLA 2.1. Ejemplos de coenzimas y vitaminas 

Coenzima Vitamina reladonada Reacción ąuimica 


NAD 4 , NADP' 

FAD 

Tiamina pirofosfato 
Coenzima A 
Tetrahidrofolato 
Biotina 

Piridoxal fosfato 


Niacina 

Ribofiavina (B ? ) 
Tiamina (B,) 
Pantotenico 
Folato 
Biotina 
Piridoxal (B s ) 


Óxido-reducción 

Óxido-reducdón 

Transferencia de grupos aEdehido 
Transferencia de grupos acilo 
Transferencia de grupos de un carbono 
Carboxilación 
Transaminación 


mas en las celulas catalizan muchos diferentes tipos de reacciones qutmicas, 
fos mismos principios basicos se aplican a su funclonamiento. 


Coenzimas 


Ademas de unir a sus sustratos, los lugares activos de muchas enzimas ligan 
otras pegueńas moleculas que partieipan en la catślisis, Los grupos prosteticos 
son pequeńas moleculas unidas a proteinas en las que desempeńan papeles 
cruciales. Por ejemplo, el oxigenotransportado por la mioglobina y la hemoglobin 
na esta unido al hemo, un grupo prostetico de estas proteinas. En muchos casos 
iones metaficos (como el cinc o el hierro) estan unidos a enzimas y desempeńan 
papeles centrales en el proceso catalitico. Ademas, varias moleculas organicas 
de bajo peso molecułar participan en tipos especificos de reacciones enzimati- 
cas. Estas moleculas se denominan coenzimas porque trabajan junto eon las 
enzimas para aumentar la yelocidad de reacción. A diferencia de los sustratos, las 
coenzimas no se alteran de forma irreversible por las reacciones en las que partici¬ 
pan. Mas bien, se reciclan y pueden participar en multiples reacciones enzimaticas. 

Las coenzimas sirven como transportadores de distintos tipos de grupos 
guimicos. Un ejemplo importante de una coenzima es el nicotinamin adenin 
dinucleótido (NAD 4 ), que funciona como transportador de electrones en reac¬ 
ciones de óxido-reducción (Fig. 2.27). Ef NAD ł puede aceptar un ión de hidró- 
geno (H h ) y dos electrones (e ) de un sustrato, formando NADH. El NADH pue¬ 
de entonces donar estos electrones a un segundo sustrato, reformando NAD 4 , 
De este modo, el NAD' transfiere electrones del prtmer sustrato {que se oxida) 
al segundo (que se reduce). 

Otras coenzimas diversas tambien actuan como transportadores de electro¬ 
nes, e incluso otras estan implicados en la transferencia de una variedad de 
grupos guimicos adicionales (p. ej., grupos carboxilo y grupos acilo; Tabla 2.1) 
Las mismas coenzimas funcjónan junto a una variedad de diferentes enzimas 
para catalizar la transferencia de grupos quimicos especificos entre una amplia 
gama de sustratos, Muchas coenzimas estan estrechamente relacionados eon 
las yltaminas, que contribuyen a formar parte o toda la estructura de la coenzi¬ 
ma. Las vitaminas no son necesarias para bacterias como E. co//pero son com- 
ponentes necesarios de la dieta de los humanos y otros animales superiores, 
que han perdido la capacidad para sintetizar estos compuestos. 

Regulación de la actwidad enzimdtica 

Un aspecto importante de la mayoria de las enzimas es que sus actividades no 
son constantes, pero en cambio pueden ser moduladas. Esto es, las activida- 
des de ias enzimas pueden ser reguladas de tal forma que funcionan adecuada- 
mente para cubrir las diversas necesidades fisiotógicas que pueden surgir du- 
rante el ciclo celufar* 

Un lipo freeuente de regulación enzimatica es la inhibición por retroali- 
mentación, en la que el producto de una vfa metabólica inhlbe la actividad de 


Figura 228 

Inhibición por retroafimentación, El 

primer paso en la coiwersion de treonina 
a isoleucina es catalizado por la enzima 
treonina desaminasa. La actividad de 
esta enzima esta inhibida por la isoleuci¬ 
na, eE producto finał de la via. 
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Figura 2.29 

Regulación alosterica. En este ejemplo, 
la acttvidad enzimatica es inhibida por la 
unión de una molecula reguladora a un si- 
tio alosterico, En ausencia del inhibidor, el 
sustrato se une al sitio activo de la enzima 
y la reacción progresa. La unión del inhibi- 
dor al sitio alosterico induce un cambio 
conformacionat en la enzima e impide fa 
unión del sustrato. La mayoria de las enzi- 
mas alostericas constan de multiples su- 
bunidades. 


Actiyo 


lnactivo 



Sustrato unido 
al sitio activo 



Inhibidor unido 
a! sitio alosterico 


una de las enzimas implicadas en su sintesis. Por ejemplo, el aminoacido iso¬ 
leucina se sintetiza a traves de una serie de reacctones comenzando por el 
aminoacido treonina (Fig. 2,28). El primer paso de la v(a esta catalizado por la 
enzima treonina deaminasa, que es inhibida por la isoleucina, el producto finał 
de la via. De este modo, una cantidad adecuada de isoleucina en la celula inhi- 
be la treonina desaminasa, bloqueando una sintesis mayor de isoleucina. Si la 
concentración de isoleucina disminuye, la inhibtción por retroalimentación dis- 
minuye, la treonina desaminasa ya no se inhtbe, y se sintetiza isoieucina adicio- 
nal. Regufando de este modo la actividad de ia treonina desaminasa, la celula 
sintetiza la cantidad necesaria de isoleucina pero evita desperdiciar energia en 
la sintesis de mas isoleucina de la necesaria. 

La inhibición por retroalimentación es un ejemplo de la regulación alosteri¬ 
ca, en la que la actividad enzimótica se controla por la unión de moleculas pe- 
gueńas a los lugares reguladores de la enzima (Fig. 2.29). El termino «regu- 


H li Fosfonlación de p roto i nas H El 



Figura 2.30 

Fosforilación de proteinas. Afgunas en- 
zimas estan reguladas por la adición de 
grupos fosfato a los grupos OH de las cade- 
nas laterales de residuos de serina (como 
se muestra aqui), treonina o ttrosina. Por 
ejemplo. la enzima glucógeno fosforilasa, 
que catafiza la conversión del glucógeno a 
glucosa-1-fosfato, es activada por fosfori¬ 
lación en respuesta a la unión de epinefri- 
na a las cel u las musculares. 
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lación alosterica» deriva del hecho de que las moleculas reguladoras no se unen 
al sitio cataKtico, sino a un sitio especifico en la proteina (a//o= «otro» y steric=«si- 
tiO”)- La unión de la molecula reguladora cambia la conformación de la proteina, lo 
pue a su vez altera la forma del sitio activo y la actividad catalitica de la enzima. En 
el caso de la treonina desaminasa, el ligamiento de la molecula reguladora (isoleu- 
cina) tnhibe la actividad enzimatica. En otros casos las moleculas reguladoras ac- 
tuan como activadores, estimulando en vez de inhibir sus enzimas diana. 

Las actividades de las enzimas tambien pueden ser reguladas por sus inte- 
racciones eon otras proteinas y por modificaciones covalentes, como la adición 
de grupos fosfato a residuos de serina, treonina o tirosina. La fosforilación es un 
mecanismo especialmente freeuente para regular la actividad enzimatica; la adi¬ 
ción de grupos fosfato puede estimular o inhibir las actividades de muchas enzi¬ 
mas diferentes (Fig. 2.30). Por ejempio, las celulas musculares responden a la 
epinefrina (adrenalina) degradando el glucógeno a glucosa, proporcionando de 
este modo una fuente de energia para una actividad muscular aumentada. La de- 
gradación del glucógeno es catalizada por la enzima glucógeno fosforilasa, que se 
activa por la fosforilación en respuesta a la unión de la epinefrina a un receptor en la 
superficie de la celula muscular. La fosforilación de proteinas desempeńa un papel 
central en el control no solo de las reacciones metabólicas sino tambien de muchas 
otras funciones ceiulares, incluyendo el crecimiento y diferenciación celular. 

Energia metabólica 

Muchas tareas que debe realizar una celula, como el movimiento y la smte- 
sis de macromofecufas, requieren de energia. Una gran parte de las actividades 
de la celula estan por lo tanto dedicadas a obtener energia del entorno y a em- 
plear esa energia para activar reacciones que la necesitan. Aungue las enzimas 
controfan la ve!ocrdad de practicamente todas las reacciones quimicas dentro de 
las celulas, la situacion de equilibrio de las reacciones qutmicas no esta afectada 
por la catalisis enzimatica. Las leyes de la termodinamica gobiernan el equilibrio 
quimico y detemiinan la dirección energeticamente favorable en todas las reac¬ 
ciones quimicas. Muchas de las reacciones que deben tener lugar dentro de las 
celulas son energeticamente desfavorables, y por lo tanto sofo pueden producirse 
eon un ingreso adicional de energia. En consecuencia, las celulas deben gastar 
constantemente energia derivada del entorno. La generación y utilización de 
energia metabólica es por lo tanto fundamental en toda la biologia celular. 

Energia librę ij ATP 

La energetica de las reacciones bioguimicas se desenbe mejor en term i nos de 
fundón termodinamica denominada energia librę de Gibbs (G), asi llamada por 
Jostah Willard Gibbs. La variación en la energia librę (AG) de una reacción combina 
los efectos de cambios en la entalpia (el calor que se libera o es absorbido durante 
una reacción quimica) y la entropia (el grado de desorden que resulta de una reac¬ 
ción) para predecir si una reacción es o no energeticamente favorable. Todas las 
reacciones qufmicas progresan espontaneamente en la dirección energetica¬ 
mente favorable, acompariadas por un descenso en la energia librę (AG < 0), 
Por ejempio, considerese una hipotetica reacción en la que A se convierte en B: 

A—B 

Si AG < 0, esta reacción progresara en la dirección directa, como se ha escri- 
to. Si AG > 0, sin embargo, la reacción progresara en la dirección inversa y B se 
convertira en A, 

La AG de una reaccfón viene determinada no solo por las propiedades intrin- 
secas de los reactantes y los productos, sino tambien por sus concentraciones y 
otras condiciones de la reacción (p, ej., , la temperatura). De este modo, es util 
definir la variaeión de energia librę de una reacción en condiciones estandar (Las 
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condiciones estandar se considera que son 1 M de concentración de todos los 
reactantes y productos y 1 atm de presión). La variadón de energia librę estandar 
{A Cr) de u na reacción esta directamente relacionada eon su situación de equili- 
brio porque la AG actual es una tunción de tanto AGP como de las concentracio- 
nes de reactantes y productos. Porejemplo, considerese la reacción 

La variadón de energia librę puede escribirse como sigue: 

AG = AG°+RT In [B]/[A] 

donde R es la constante de gases y T es la temperatura absoluta. 

En equilibrio, AG = 0 y la reacción no progresa en ninguna dirección. La 
constante de equilibrio para la reacción (K- [B] [A] en equilibrio) esta de este 
modo directamente relacionada eon AG por la reacción anterior, que puede 
expresarse como sigue: 

0 = AG°+ RT In K 


o 


AG° = K 

Si la relación actual [ B]/[A] es mayor que la razón de equi!ibrio (K) P AG > 0 y la 
acción procede en al sentido inverso (conversión de B en A)* 

Por otrą parte, si la razón [B]/[A] es menor que la razón de equilibrio, 
AG < 0 y A es convertida en B. 

La variación de energia librę estandar (AG ) de una reacción por lo tanto 
determina su equilibno quimico y predice en que dirección progresara la reac¬ 
ción en cualguier conjunto dado de condiciones. Para las reacciones bioquimL 
cas, la variación de energia librę estandar se expresa habitualmente como 
AG \ que es la variación de energia librę estandar de una reacción en un medio 
acuoso a pH = 7. aproximadamente las condiciones dentro de una celula, 
Muchas reacciones biológicas (como la sintesis de macromoleculas) son 
termodinamicamente desfavorables (AG>0) en condiciones celulares. Para 
que estas reacciones puedan progresar, se necesita una fuente adicional de 
energia, Por ejemplo, considerese la reacción 

A B AG - +10 kcal/mol 

La conversión de A en B es energeticamente desfavorable, de modo que la 
reacción progresa en la dirección inversa en vez de en la directa. Sin embargo, 
la dirección puede conducirse en la dirección directa acoplando la conversión 
de A en B eon una reacción energeticamente fayorable, como: 

C ^ D AG - -20 kcal/mol 

Si estas dos reacciones se combinan, la reacción combinada puede escribirse 
como sigue: 

A + C B + O AG = “10 kcal/mol 

La AG de la reacción combinada es la suma de las variaciones en la energia 
librę de sus componentes individuales, asi que la reacción combinada es ener¬ 
geticamente favorable y progresara como se describe. De este modo, la con- 
versión energeticamente desfavorable de A en B esta facilitada por su combina- 
ción eon una segunda reacción asociada eon una gran disminución en la 
energia librę. Las enzimas son responsables de !!evar a cabo estas reacciones 
combinadas de una forma coordinada. 

La celula utiliza este mecanismo basico para facilitar las muchas reacciones 
energeticamente desfavorables que deben tener lugar en los sistemas biológicos. 
El adenosfn 5 -trifosfato (ATP) desempeńa un papę! protagonista en este pro- 
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Figura 2.31 

El ATP como depósito de energia librę* Los enlaces entre los grupos fosfato del ATP 
se denominan enlaces de alta energia porgue su hidrólisis produce un gran descenso de 
la energia librę. El ATP puede ser hidrolizado bien a ADR mas un grupo fosfato (HPOJ“) o 
a AMR mas pirofosfato. En este ultimo caso, el pirofosfato es a su vez rapidamente hidroli¬ 
zado, liberando energia librę adicionaL 
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ceso actuando como un depósito de energia librę dentro de la celula (Fig. 2.31). 
Los enlaces entre los fosfatos del ATP se conocen como enlaces de alta ener¬ 
gia porque su hidrólisis se acompańa de un descenso relativamente grandę en 
la energia librę. No hay nada especial en los enlaces quimicos en si mismos; se 
denominan enlaces de alta energia solo porque una gran cantidad de energia 
librę se libera cuando son hidrolizados dentro de la celula. En la hidrólisis del ATP 
a ADP mas fosfato (P,), AG■' = 7,3 kcal/mol. Recuerdese, sin embargo, que AG ' 
se refiere a las «condiciones estandar» en las que las concentraciones de todos 
los productos y reactantes son de 1 M. Las concentraciones reales de P r son 
aproximadamente de 10 5 M, y las concentraciones intracelulares de ATP son 
mayores de las de ADP. Estas diferencias entre las concentraciones intracelu¬ 
lares y las del estado estandar favorecen la hidrólisis de ATP, asi que para la 
hidrólisis de ATP dentro de la celula AG es aproximadamente -12 kcal/mol. 

De forma alternativa, el ATP puede ser hidrolizado a AMP mas pirofosfato 
(PP,). Esta reacción produce aproximadamente la misma cantidad de energia 
librę que la hidrólisis de ATP a ADP. Sin embargo, el pirotosfato producido en 
esta reacción a su vez rapidamente se hidroliza, eon una AG similar a la de la 
hidrólisis de ATP. De este modo, la variación total de energia librę que resulta 
de la hidrólisis de ATP a AMP es aproximadamente el dobie de la obtenida de la 
hidrólisis de ATP a ADP. En comparación, el enlace entre el azucar y el grupo 
fosfato de! AMP, en vez de tener alta energia, es un Hpico enlace covalente; 
para la hidrólisis de AMP, AG ' = -3,3 kcal/mol. 
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Debido al descenso acompaftante en la energia librę, la hidrólisis de ATP 
puede emplearse para promover otras reacciones que requieren energia dentro 
de la celula. Por ejemplo, ia primera reacción de la glicolisis (tratada en la sL 
guiente sección) es la conversión de glucosa a glucosa-6-fosfato. La reacción 
puede escribirse como sigue: 

Glucosa + Fosfato (HP0^ 2 “) -* Glucosa-6-fosfato + H 2 0 

Debido a que esta reacción es energeticamente desfavorable tal y como 
esta escrita (AG ' = +3,3 kcal/mol), debe facilitarse en la dirección directa aco- 
plandose a la hidrólisis de ATP (AG ' = -7,3 kcal/mol): 

ATP + H 2 0 -> ADP + HP0 4 2 - 
La reacción combinada puede escribirse como sigue: 

Glucosa + ATP —> Glucosa-6-fosfato + ADP 

La variacion de energia librę para esta reacción es la suma de las variaciones 
de energia librę de las reacciones individuales, asf que para la reacción combi¬ 
nada AG ' - -4,0 kcal/mol, favoreciendo la formación de glucosa-6-fosfato. 

Otras moleculas, incluyendo otros nucleótidos trifosfatos {p. ej., GTP), tam- 
bien iienen enlaces de alta energia y pueden utilizarse como el ATP para pro- 
mover reacciones que requieren energia. Para la mayorfa de las reacciones, sin 
embargo, el ATP proporciona la energia librę. Las reacciones que producen 
energia dentro de la celula estan por lo tanto acopladas a la smtesis de ATP, 
mientras que las reacciones que requieren energia estan acopladas a la hidróli¬ 
sis de ATP, Los enlaces de alta energia del ATP desempehan de este modo un 
papel crucial en eJ metabolismo celular al servir como forma de depósito de 
energia librę utilizable. 

Generación de ATP a partit de glucosa 

La degradación de carbohidratos, particularmente glucosa, es la fuente prtnci- 
pal de energia celular. La degradación oxidativa completa de glucosa a CO z y 
H P 0 puede escribirse como sigue: 


C 6 H 1E A + 60,^6 CO, + 6 H,0 


La reacción produce una gran cantidad de energia librę: AG ' - -686 kcal/mol. 
Para convertir esta energia en una forma utilizable. la glucosa se oxida dentro 
de las cefuias en una serie de pasos acoplados a la sintesis de ATP. 

La glicolisis, la etapa inicial en ta degradación de glucosa, es similar practL 
camente en todas las celulas. La glicolisis ocurre en ausencia de oxigeno y 
puede proporcionar toda la energia metabólica de organismos anaerobios, En 
las cefulas aerobias, sin embargo, la glicolisis es solo la primera etapa en la 
degradación de glucosa. 

Las reacciones de la glicolisis dan lugar a la degradación de glucosa a piru- 
vato, eon una ganancia neta de dos moleculas de ATP (Fig. 2.32). Las reaccio¬ 
nes iniciales de la via de hecho consumen energia, usando el ATP para fosfori- 
lar la glucosa a giucosa-6-fosfato y luego la fructosa-6-fosfato a fructosa-1,6- 
difosfato. Las enzimas que catalizan estas dos reacciones —hexoquinasa y fos- 
fofructoquinasa respectivamente— son importantes puntos reguladores de la 
vfa glucolrtica. El prindpa! elemento de control es la fosfofructoguinasa, que es 
inhibida por niveles altos de ATP. La inhibición de la fosfofructoguinasa da lugar 
al acumulo de la glucosa-6-fosfato, que a su vez mhibe a la hexoquinasa. De 
este modo, cuando la celula tiene un suministro adecuado de energia metabóli¬ 
ca disponible en forma de ATP, se inhibe la degradación de glucosa. 

Las reacciones que siguen a la formación de fructosa-1,6-difosfato constitu- 
yen la parte productora de energia de la via glucolitica La degradación de fruc- 
tosa-1,6-difosfato produce dos moleculas del azucar de tres carbonos gliceral- 
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Figura 2.32 

Reacciones de la giucólisis. La glucosa 
se dog rad a a piruvato, eon la form a ci ón neta 
de dos moleculas tanto de ATP como de 
NADH. En condiciones anaeróbicas, el NADH 
se reoxida por la eonversión de piruvato a 
lactato o etanol. En condiciones aeróbicas, 
el piruvato es metaboiizado en el ciclo del 
acido cftrioo, Observese que una unica mo- 
iecula de glucosa produce dos moleculas de 
cada uno de los derivados de tres carbonos 
productores de energia. 
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Figura 2.33 
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Descarboxilación oxidativa del piruva- 

to* El piruvato se corwierte en CO^, y ace¬ 
til-CoA, y se produce en este proceso una 
molecula de NADH La coenzima A (CoA- 
SH) es un transportador generał de gru- 
pos acetilo activados en diversas reaccio- 
nes. 


CoA-SH 


Piruvato 


O + CoA-SH + KH3+ 


UH, 



O 


O H CH 3 
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dehido-3-fosfato, que se oxida a 1,3'difosfoglicerato. El grupo fosfato de este 
compuesto tiene una energia librę de hłdrólisis muy alta {AG ' = 11 1 5 kcal/mol), 
asi que se utiliza en la siguiente reacción de la glicolisis para promover la sinte- 
sis de ATP a partir de ADR, El producto de esta reacción, 3-fosfoglicerato, se 
convierte entonces en fosfoenofpiruvato, el segundo intermediario de alta ener¬ 
gia de 3a glicolisis. En la hidrólisis del fosfato de alta energia del fosfoenolpiruva- 
to, AG ' - -14,6 kcal/mol, su conversión a piruvato esta acoplada a la sintesis 
de ATP. Cada molecula de gliceraldehido-3-fosfato convertida a piruvato se 
acopla de este modo a la generación de dos moleculas de ATP; en total, se 
sintetizan cuatro moleculas de ATP a partir de cada molecula inicial de glucosa. 
Puesto que se requieren dos ATPs para promover fas reacciones iniciales, la 
ganancia neta de la glicolisis es de dos moleculas de ATP. 

Ademas de producir ATP, ta glicolisis convierte dos molóculas de coenzima 
NAD' a NADH. En esta reacción, el NAD* aciua como un agente oxidante que 
acepta electrones del gliceraldehido-S-fosfato. El NADH formado como produc¬ 
to debe ser reciclado sirviendo como donante de electrones para otras reaccio¬ 
nes redox dentro de la celula. En condiciones anaeróbicas, el NADH formado 
durante la glucolisis se reoxida a NAD 4 por la conversión de piruvato a lactato o 
etanol. En organismos aerobios, sin embargo, el NADH sirve como unafuente 
adicional de energia al denar sus electrones a la cadena de fransporte de elec¬ 
trones, donde finalmente se utilizan para reducir 0 ? a H 2 0, acoplado a la gene¬ 
ración de ATP adicional. 

En ceiuias eucarióticas, la glicolisis tiene iugar en el citoplasma. Ef piruvato 
entonces se transporta a la mitocondria, donde su oxidacion compieta a C0 2 y 
H^O proporciona la mayona del ATP derivado de la degradación de glucosa, El 
siguiente paso en ei metabolismo del piruvato es su descarboxiiación oxidativa 
en presencia de ta coenzima A (CoA), que funciona como transportador de 
grupos acetilo en diversas reacciones metabólicas (Fig. 2.33). Un carbono def 
piruvato se libera como C0 2 , y los dos carbonos restantes se unen a la CoA para 
formar acetil-CoA. En este proceso, una molecula de NAD" se reduce a NADH. 

El acetil-CoA formado en esta reacción entra en el cielo del acido citrico o 
ciclo de Krebs (Fig. 2.34), que es la via central en el metabolismo oxidativo. El 
grupo acetilo de dos carbonos se combi na eon oxalacetato (cuatro carbonos) 
para producir citrato (seis carbonos). A traves de otras ocho reacciones, dos 
carbonos del citrato se oxidan complelamente a C0 2 y se regenera el oxa!ace- 
tato. Durante el ciclo, se forma un enlace de alta energia en forma de GTP, que 
se emplea directamente para promover la sintesis de una molecula de ATP. 
Ademas, cada vuelta del ciclo produce tres moleculas de NADH y una molecula 
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de flavin adenin dinucleótido reducida <FADH 2 ), que es otro Iransportador de 
electrones en reacciones redox, 

El ciclo del acido citrico completa la oxidación de glucosa a seis moleculas 
de C0 2 . Se obtienen cuatro moleculas de ATP directamente de cada molecula 
de glucosa —dos de la glicolisis y dos del ciclo de! acido citrico (una por cada 
molecula de piruvato). Ademas, diez moleculas de NADH (dos de la glicolisis, 
dos de la conversión de piruvato a acetil-CoA, y seis del ciclo del acido citrico) y 
se forman dos moleculas de FADH... El resto de la energia derivada de la degra- 
dación de la glucosa proviene de la reoxidación del NADH y FADH 2 , eon sus 
electrones siendo transferidos a lo largo de la cadena de transporte de electro¬ 
nes a (finalmente) reducir el 0 2 a H a O. 

Durante la fosforilación oxidativa. los electrones del NADH y FADH 2 se 


Citrato 





KDCT 


a-Cetog łuta rato 
Figura 2.34 

Ciclo del acido citrico. Un grupo acetilo 
de dos carbonos es transferido del acetil- 
CoA al oxalacetato r formando citrato. Dos 
carbonos del citrato son entonces oxida- 
dos a C0 2 y se regon ora el oxalacetato 
Cada vueita del ciclo produce una mole- 
cula de GTP, tres de NADH y una de 
FADH 2 . 
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Figura 2.35 

Oadene de transporte de electrones. Los 

electrones del NADH y FADH ? se transfieren al 
0 P a travśs de una serie de transportadores or- 
ganizados en cuatro complejos proteicos en la 
membrana mitocondrial. La energia librę deriva- 
da de las reacciones de transporte de electrones 
en fos complejos I. Eli y IV se emplea para promo- 
ver la sintesis de ATP. 


Complejo I 


I : .1 

l " 
2 ® 


Los electrones son transferidos 
del NADH al flavin 
mononudeótido (FMN) y, a 
Travśs de transportadores de 
hierro-sulfuro (Fe-S), a la 
coenzima O (CoQ). 



Complejo II 


i' 

-► Fe-S -^CoQ 

Los electrones del FADH 2 
entran en la cadena de 
transporte de electrones a un 
nivel energetico menor donde 
son transferidos a la CoQ. 


La CoQ es un 
transportador móvil que 
transfiere sus electrones 
al citocromo b (cit b) en 
el com pl ej o IIL 


Complejo III 


Complejo IV 


Los electrones son transferidos 
al citocromo c (cit c) y 
transportados al complejo IV. 
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Cii c 


Los electrones son finalmente 
empleados para reducir 
el 0 2 a H 2 G, 



Git 
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combinan eon 0 ? , y la energia liberada en el proceso promueye la sintesis de 
ATP a partir de ADR. La transferencia de electrones de NADH a 0 2 libera una 
gran cantidad de energia librę: AG ' = -52 r 5 kcal/mol por cada par de electro¬ 
nes transferido. De modo que esta energia pueda convertirse en una forma 
utilizable, el proceso tiene lugar gradualmente a traves def paso de electrones 
por una serie de transportadores, que constituyen la cadena de transporte de 
electrones (Fig, 2,35). Los componentes de la cadena de transporte de electro¬ 
nes estan localizados en la parte interna de la membrana mitocondrial de las 
celulas eucarióticas, y lafosforilación oxidativa se considerara eon mayor deta- 
Ife cuando se expliquen las mitocondrias en el Caprtulo 10. En las bacterias 
aeróbicas, que utilizan un sistema comparable, los componentes de la cadena 
de transporte de electrones estan localizados en la membrana plasmatica. En 
ambos casos, la transferencia de electrones del NADH al 0 2 produce suficiente 
energia para promover ta sintesis de aproximadamentetres moleculas de ATP 
Los electrones dei FADH 2 entran en la cadena de transporte de electrones a un 
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Figura 2.36 

Oxidación de los acidos grasos. El acido graso (p. ej,, el acido graso saturado de 16 
carbonos palmitato) inicialmente se une a la coenzima A a expensas de una molecula de 
ATP. La oxldacion del &dd o graso progresa entonces eon la retirada paso a paso de dos 
unidades de carbono como acetil-CoA, acoplada a la formación de una molecula de 
NADH y otrą de FADH.,. 

nivel mas bajo, asi que su transferencia al 0 2 produce menos energia librę utili- 
zable, sólo dos moleculas de ATP. 

Ahora es posible calcular la producción total de ATP de la oxidación de la 
glucosa. ta ganancia neta de la glicolisis es de dos moleculas de ATP y dos 
moleculas de NADH. La conversión de piruvato a acetil-CoA y su metabolismo 
por la via del ciclo del acido citrico produce dos moleculas adicionales de ATP, 
ocho de NADH y dos de FADH 2 . Aceptando que se derivan tres moleculas de 
ATP de la oxidación de cada NADH y dos de cada FADH 2j la producción total es 
de 38 moleculas de ATP por molecula de glucosa. Sin embargo, esta producción 
es menor en algunas celulas porque las dos moleculas de NADH generadas en la 
glicolisis en el citoplasma son incapaces de penetrar directamente en la mitocon- 
dria. En su lugar, sus electrones deben ser transfendos a la mitocondria por un 
sistema lanzadera, Dependiendo del sistema empleado, esta transferencia pue- 
de dar lugar a la entrada de estos electrones en la cadena de transporte de elec¬ 
trones a! nivel del FADH 2 < En estos easos, las dos moleculas de NADH derivadas 
de la glicolisis dan lugar a dos en vez de tres moleculas de ATP, reduciendo la 
producción total a 36 en vez de 38 ATP por molecula de glucosa, 

Producción de energia a partir de otras moleculas orgdnicas 

La energia en forma de ATP puede obtenerse de la degradación de otras mole¬ 
culas organicas, teniendo las vfas implicadas en la degradación de la glucosa de 
nuevo un papel central Los nucleótidos, por ejemplo, pueden ser degradados a 
azucares, que entonces entran en la via glucolitica, y los aminoacidos son degra¬ 
dados por la vta deS ciclo del acido citrico. Las dos formas principales de almace- 
namiento de energia dentro de las celulas, los polisacaridos y los lipidos, tambien 
pueden ser degradados para producir ATP. Los polisacaridos pueden ser degra¬ 
dados a azucares libres, que son entonces metabolizados como se vio en la 
sección anterior. Los lipidos, sin embargo, son moleculas todavia mas eficaces 
en el almacenamlento de energia. Debido a que los lipidos estan mas reduddos 
que los carbohidratos, consistiendo basicamente en cadenas hidrocarbonadas, 
su oxidación produce substancialmente mas energia por peso de materiał inicial. 

Las grasas (triacilgliceroles) son la principal forma de almacenamiento de 
lipidos. El primer paso en su utilización es su degradación a glicerol y acidos 
grasos libres, Cada acido graso se une a una coenzima A, produdendo un acil- 
CoA graso a expensas de una molecula de ATP (Fig. 2.36). Entonces, los aci¬ 
dos grasos se degradan paso a paso en un proceso oxidativo, dos carbonos 
cada vez, produdendo acetil-CoA mas un acil-CoA graso eon dos carbonos 
menos. Cada ronda de oxidación tambien produce una molecula de NADH y 
otrą de FADH 2 . El acetil-CoA entra entonces en el ciclo del acido citrico, y la 
degradación del resto de! acido graso continua del mismo modo. 

La degradación de un acido graso de 16 carbonos produce de este modo 
siete moleculas de NADH. siete de FADH 2 , y ocho de acetil-CoA. En term i nos 
de generación de ATP, esta producción corresponde a 21 moleculas de ATP 
derivadas de NADH (3x7), 14 ATP de FADH 2 (2x7) y 96 de acetil-CoA 
(8 x 12), Como se utilizó un ATP para poneren marcha el proceso, la ganancia 
neta es de 130 ATP por molecula de acido graso de 16 carbonos. Comparese 
esta producción eon la ganancia neta de 38 ATP por molecula de glucosa, 
Puesto que el peso molecular de un acido graso saturado de 16 carbonos es de 
256 y el de la glucosa es de 180, la producción de ATP es aproximadamente 2,5 
veces mayor por gramo de acido graso —de ahi la ventaja de los lipidos sobre 
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Cola hidrocarbonada 


Figura 2.37 

Eslructura de la clorofila. Las clorofilas consisten en estructuras de anillos porfirinicos 
ligadas a colas hidrocarbonadas. Las clorofilas a y b difieren en un unico grupo funcional 
en el anillo de porfirina. 


los poltsacaridos como moleculas de almacenamiento de energia. 


Fotosintesis 


La generación de energia a partir de la oxidación de carbohidratos y lipidos 
depende de la degradacidn de compuestos organicos preformados. La energia 
necesaria para la sintesis de estos compuestos se deriva en ultimo termino de 
la luz solar, que se recoge y emplea por las plantas y las bacterias fotosinteti- 
zantes para promover la sintesis de carbohidratos, Al oonvertir la energfa de la 
luz solar en una forma utilizabie de energfa quimica, la fotosintesis es la fuente 
de practicamente toda la energia metabólica en los sistemas biológicos. 

La ecuación global de la fotosintesis puede escribirse como sigue: 

Luz 


6 CO a + 6 H 2 0 ^ C 8 H 1P 0 B + 6 0 2 


El proceso es mucho mas complejo, sin embargo, y tiene lugar en dos eta- 
pas distintas. En la primera, llamada las reacciones fuminosas, la energia 
absorbida de la luz solar promueve la sintesis de ATR y NADPH (una coenzima 
stmilar al NADH), acoplada a la oxidación de H 2 0 a 0 2 . El ATP y el NADPH 
generados en las reacciones luminosas promueven la sintesis de carbohidratos 
a partir de C0 2 y H 2 0 en un segundo conjunto de reacciones, tlamadas las 
reacciones oscuras porque no requieren luz solar. En celufas eucariotas, tanto 
las reacciones luminosas como las oscuras tienen lugar en los cloroplastos, 

Los pigmentos fotosinteticos capturan energia de la luz solar absorbiendo 
fotones. La absorción de luz por parte de estos pigmentos provoca que un elec- 
trón se mueva de su orbital molecular normal a uno de mayor energfa, convir- 
tiendo de este modo la energia de la luz solar en energfa guimica. En las plan¬ 
tas los pigmentos fotosinteticos mas abundantes son las clorofilas (Fig 2.37), 
que juntas absorben la luz solar de todas las longitudes de onda excepto la 
verde. Pigmentos adicionales absorben la luz de otras longitudes de onda, asf 
que basicamente el espectro compfe- 
to de la luz visible puede ser captura- 
do y utilizado para la fotosintesis. 

La energia capturada por la absor¬ 
ción de la luz se emplea para convertir 
el H £ 0 en 0 2 (Fig. 2.33). Los electro- 
nes de aita energia derivados de este 
proceso entran entonces en una ca- 
dena de transporte de electrones, en 
la que su transferencia por una serie 
de transportadores esta acoplada a la 
sintesis de ATP, Ademas, estos elec¬ 
trones de alta energfa reducen el 



NADP* a NADPH. 


Cadena de 
transporte de - 
electrones 


Figura 2.33 

Reacciones luminosas de la fotosintesis. La energia de la luz solar se emplea 
para escindir el H P 0 a 0 2 . Entonces los electrones de aita energia derivados de 
este proceso se transportan a traves de una serie de transportadores y son em- 
pleados para convertir el NADP' en NADPH, La energia derivada de las reaccio¬ 
nes de transporte de electrones tambien promueve la sintesis de ATP, Los detalles 
de estas reacciones se tratan en el Capifulo 10 . 
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Figura 2.39 

Ciclo de Ca!vin. Se muestra aqui ta 
sintesis de una molecula de glucosa a 
partir de seis moleculas de CO^ Gada 
molecula de CO ? se anade a la rrbulo- 
sa-LS-difosfato para producir dos 
moleculas de 3-fosfoglicerato. Seis 
moleculas de GO ? conducen de este 
modo a la formación de 12 moleculas 
de gliceraldehido-3-fosfato af precio 
de 12 moleculas tanto de ATP como 
de NADPH. Dos molśculas de glice- 
raldehido-3-fosfato pueden emplean 
se entonces para sintetizar glucosa y 
dtez moleculas continuan en el ciclo 
de Calvin para formar seis moleculas 
de ribulosa-5-fosfato. El ciclo se com- 
pleta entonces eon el uso adicional de 
seis moleculas de ATP para ia sfnte- 
sis de ribulosa-1,5-difosfalo. 


En las reacciones oscuras, el ATP y el NADPH producidos en las reacciones 
luminosas promueven la sintesis de carbohidratos a partir del C0 2 y H 2 0, Las 
moleculas de C0 2 se anaden una a una a un ciclo de reacciones — conocidas 
como el ciclo de Calvirv en honor a su deseubridor, Melvin Calvin— que con- 
duce a la formación de carbohidratos (Fig. 2.39). En total, el ciclo de Calvin 
consume 18 moleculas de ATP y 12 de NADPH por cada molecula de glucosa 
sintetizada. Se necesitan dos electrones para convertir cada molecula de 
NADP 4 a NADPH, asi que deben pasar 24 electrones por la cadena de trans- 
porte de electrones para generar suficiente NADPH para sintetizar una molecu- 
la de glucosa. Estos electrones se obtienen de la conversión de 12 moleculas 
de H 2 0 a seis moleculas de 0 2l lo que produce la formación de seis moleculas 
de O 2 por cada molecula de glucosa. No esta claro, sin embargo, sl et paso de 
estos mismos 24 electrones por la cadena de transporte de electrones es tan> 
bien suficiente para generar los 18 ATP que se requieren para el ciclo de Calvin. 
Algunos de estas moleculas de ATP pueden generarse en eambio por cadenas 
de transporte de electrones alternativas que utilizan la energia derivada de la 
luz solar para sintetizar ATP sin la sintesis de NADPH (vease Cap. 10). 

Biosmtesis de los componentcs celulares 

La sección anterior repasaba las principales reacciones metabólicas a traves de 
las cuales la celula obtiene y almacena energia en forma de ATP. Esta energia 
metabófica se emplea entonces para realizar diversas tareas, inciuyendo ia sin- 
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tesis de macromoleculas y olros constituyentes ceiulares, De este modo, la 
energia derivada de la degradación de moleculas organicas (catabolismo) se 
uliliza para promover la sfntesis de otros componentes necesarios de la celula. 
La mayoria de las vfas catabólicas impltcan la oxidación de moleculas organi¬ 
cas acoplada a la generación tanto de energia (ATP) como de poder reductor 
{NADH}. En contraste, las vias biosinteticas (anabólicas) generalmente impli¬ 
can la utilización tanto de ATP como de poder reductor (habitualmenfe en forma 
de NADPH) para la producción de nuevos compuestos organicos. Una via bio- 
sintetica importante, la s fntesis de carbohidratos a part i r de C0 2 y H 2 0 durante 
las reacciones oscuras de la fotosintesis, ya se trato en la sección anterior. 
Otras vias que conducen a la biosmtesis de los principales constituyentes cefu- 
lares (carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos) se revisan en las 
siguientes secciones. 

Carbohidratos 

Ademas de obtenerse directamente de la alimentación o generada por la foto¬ 
sintesis, la glucosa puede stntetizarse a partir de otras moleculas organicas. En 
celulas animales, la smtesis de glucosa (gluconeogenesis) comienza habitual- 
mente eon lactato (producido en la glicolisis anaerobia), aminoacidos (deriva- 
dos de la degradación de proteinas), o glicerol (producido en la degradación de 
lipidos). Las plantas (pero no los animales) tambien son capaces de sintetizar 
glucosa a partir de acidos grasos —un proceso que es especialmente importan¬ 
te durante la germinación de las semillas, cuando la energia almacenada como 
grasas debe ser transformada en carbohidratos para sustentar el crecimiento 
de la planta—. Tanto en celulas animales como vegeta!es t los azucares simples 
son polimerizados y almacenados como polisacaridos. 

La gluconeogenesis imptica la conversión de piruvato en glucosa —esen- 
cialmente es lo mverso a la glicolisis. Sin embargo, como se ha tratado anterior- 
mente, la conversión glucolftica de glucosa a piruvato es una vfa productora de 
energia, generando dos moleculas de ATP y de NADH. Aunque afgunas reac¬ 
ciones de la glicolisis son facilmente reversibles, otras solamente se produciran 
en la dirección de la degradación de glucosa, porque estan asociadas eon un 
gran descenso en la energia librę. Estas reacciones energeticamente favora- 
bles de la glicolisis son puenteadas durante la gluconeogenesis por otras reaccio¬ 
nes (catalizadas por enzimas diferentes) que estan acopladas al consumo de 
ATP y NADH para poder conducirlas en la dirección de la sintesis de glucosa. En 
total, la generación de glucosa a partir de dos moleculas de piruvato requiere de 
cuatro moleculas de ATP, dos de GTP y dos de NADH. Este proceso es conside- 
rablemente mas costoso que la simple inversión de la glicolisis (que requerirfa 
dos moleculas de ATP y dos de NADH), demostrando la necesidad de energia 
adicional para conducir la via en la dirección de la biosfntesis. 

Tanto en las celulas animales como en las vegeta!es, la glucosa se aimace- 
na en forma de polisacaridos (glucógeno y almidón, respectivamente). La sinte¬ 
sis de polisacaridos, como la del resto de macromoleculas, es una reacción que 
reguiere energia. Como se observaanteriormente, la unión de dos azucares por 
un enlace glucosfdico puede describirse como una reacción de deshidratación, 
donde se retira H-,0 (vease Fig, 2.3). Dicha reacción, sin embargo, es energeti¬ 
camente desfavorable y por lo tanto incapaz de progresar en la dirección direc- 
ta. En consecuencia, la formación de un enlace glucosfdico debe estar acopla¬ 
da a una reacción productora de energia, que se consigue empleando azucares 
nucleotidicoscomo intermediarios en la sfntesis de polisacaridos (Fig. 2.40). En 
primer lugan la glucosa se fosforila en una reacción promovida por ATP a gluco- 
sa-6-fosfato, que entonces se convierte en glucosa-1-fosfato. La glucosa-1-fos- 
fato reacciona eon DTP (uridin trifosfato), produciendo UDP-glucosa mas piro- 
fosfato, que $e hidroliza a fosfato eon la Jiberación de energia librę adicional La 
UDP-glucosa es un intermediario activado que entonces dona su residua de 
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Figura 2.40 

Sintesis de polisacaridos. La glucosa se corwierte primero en una forma activada, UDP-gluco- 
sa, a costa de una molecula de ATP y otrą de UTP. El residuo de glucosa entonces puede transfe- 
rirse de la UDP-gtucosa a una cadena polisacarida creciente en una reacción energeticamente 
favorable, 
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glucosa a una cadena polisacarida creciente en una reacción energeticamente 
favorable. De este modo, la energia guimica en forma de ATP y UTP promueve 
la sintesis de polisacaridos a partir de azucares simples. 


Lipidom 

Los lipidos son importantes moleculas de depósito de energia y los componem 
tes principales de las membranas celulares. Se sintetizan a partir de acetil-CoA, 
que se forma en la degradación de los carbohidratos, en una serie de reaccio- 
nes que se parecen a la inversa de la oxidación de acidos grasos. Como en la 
biosintesis de carbohidratos, sin embargo, las reacciones que conducen a la 
sintesis de acidos grasos difieren de las implicadas en su degradación y son 
impulsadas en la dirección de la biosintesis acoplandose al consumo tanto de 
energia en forma de ATP como de poder reductor en forma de NADPH. Los 
acidos grasos se sintetizan al ahadir paso a paso unidades de dos carbonos 
derivados de acetiLCoA a una cadena creciente. La adición de cada una de 
estas unidades de dos carbonos requiere del gasto de una molecula de ATP y 
dos moleculas de NADPH, 
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Figura 2.41 

Asimilación de nitrógeno a los com- 
puestos organicos. Et amoniaco se in- 
eorpora a los compuestos organicos en 
todos los organismos Algonas bacterias 
son capaces de corwertir el nitrógeno at- 
mosferico en amoniaco, y la mayoria de 
las bacterias, hongos y plantas pueden 
utilizaret nitrato de la tierra. 


Bacterias ftjadoras 
N 2 de oxigeno 

Nitrógeno i ■ ~ [ )> 

atmosterico 


Todos 

los organismos 

Amoniaco . . \ Compuestos 

IMH 3 r r : • -ii , ^ orgśnicos 
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NQ 3 “ 
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TABLA 2.2. Requerimrentos 
dieteticos de aminoaeidos en 
el hombre 


Esencial 

No esencial 

Histidina 

Alanina 

Isoleucina 

Arginina* 

Leucina 

Asparragtna 

Llsina 

Aspartato 

Metionina 

Ci Steina 

Fenilalanina 

Gluta mato 

Treonina 

Glutamina 

Triptófano 

Glicina 

Valina 

Prolina 


Senna 


Ti rosi na 


Los amirościdos esenciates deben obtenerse de 
la dieta; los aminoacidos no esenciales pueden ser 
sśntetizados por cślulas humanas. 

■"Auoąue ia arginina se da&ilica como un 
amina acido no esencsal. los oińos er crecimiento 
deben tener un aport e de arginina adicional en su 
dieta, 


El principal producto de la biosintesis de acidos grasos, que sucede en eJ 
citoplasma de las celulas eucariotas, es el palmitato, acido graso de 16 carbo- 
nos, Entonces, los principafes componentes de las membranas celulares (foslo- 
lipidos, esfingomielina, y glucofipidos) se sintetizan a partir de acidos grasos 
libres en el retieulo endoplasmico y en el aparato de Golgi (vease Cap. 9). 

Protemas 

A diferencia de los carbohidratos y los Kpidos, las proteinas (asi como los aci¬ 
dos nucleicos) contienen nitrógeno ademas de carbono, hidrógeno y oxigeno. 
El nitrógeno se incorpora a los compuestos organicos a partir de fuentes dife- 
rentes en diferentes organismos (Fig, 2,41}. Algunas bacterias pueden usar 
atmosferico por un proceso denominado tijación de nitrógeno, en el que U 2 se 
reduce a NH 3 a expensas de energia en forma de ATP, Aunque relativamente 
pocas especres de bacterias son capaces de fijar nitrógeno, la mayoria de las 

Giucosa 

Glucosa-6-fosfato \ ■ ■„ -.-Z 
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Figura 2.42 

Biosintesis de los aminoacidos. Los 

esgueletos carbonados de fos aminoaci- 
dos se obtienen a partir de intermediarios 
de la glucolisis y del ciclo del acido citrico. 
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Medicina molecular 


La enlermedad 

La fenilcetonuria, o FCN, es un error 
congenito del metabolismo de los 
aminoacidos eon efectos 
deva$tadores, Afecta 
aproximadamente a uno de cada 
10.000 recien nacidos y, si no se 
trata, provoca un retraso mental 
severo. Afortunadamente, el 
conocimiento de la naturaleze del 
defecto responsable de la 
fenilcetonuria ha permitido su 
diagnóstico preeoz y tratamiento 
eficaz. 

Bases moieculares 
y celutares 

La fenilcetonuria se debe a una 
deficiencia en la enzima fenilalanina 
hidroxilasa T que convierte la 
fenilalanina en tirosina, Esta 
deficiencia provoca que la 
fenilalanina se acumule a niveles 
muy altos y sufra otras reacciones, 
como la conversión en feni!piruvato. 
La fenilalanina, el fenilpiruvato, y 
otros metabolitos anormates se 
acumulan en la sangre y son 
excretados a niveles altos en la 
orina (el nombre de la enfermedad 
procede de los altos niveles de 
fenilpiruvato p una fenilcetona, 
encontrados en la orina de los ni nos 
afectados). Aungue la causa 


Fenilcetonuria 

b«oqufmica precisa no se conoce, el 
retraso mental es una consecuencia 
cruclal del acumulo de estos 
metabolitos anormales de la 
fenilalanina. 

Prevención y tratamiento 

La deficiencia enzimatica no 
produce dificultades mientras el feto 
esta en el utero, asi que los nihos 
eon fenilcetonuria son normales al 
nacer. Si no son tratados, sin 
embargo, los nińos afectados se 
vuelven permanente y 
profundamente retrasados en el 
primer ano de vida. 
Afortunadamente, los recien 


nacidos eon fenilcetonuria pueden 
ser facilmente identificados por 
pruebas rutinarias de detección 
preeoz que detectan niveles 
elevados de fenilalanina en sangre. 
El retraso mental se puede prevenir 
alimentando a los nihos afectados 
eon una dieta sintetica baja en 
fenilalanina. Este tratamiento 
dietetico elimina el acumulo de 
metabolitos tóxicos de la 
fenilalanina y previene eficazmenfe 
el retraso mental que se producina 
de otro modo. La detección preeoz 
rutinaria de la fenilcetonuria es por 
io tanto una prueba crucial en todos 
los recien nacidos. 


FenHatanina 

łiidroxilasa 


HO 


/ \ 



NH.+ 


c-coer 

H 


ch £ -c-coo- 

Ti rosi na 



CH 2 - C-COO~ 


Fenilpiruvato 
(una fenilcetona) 


Metabolismo anormal de la fen tlałam i na en pacie ntes eon fenilcetonuria. 


bacterias, hongos, y plantas pueden usar nitrato (NOó), que es un componente 
freeuente de la tierra, reduciendolo a NH 3 gracias a los electrones derivados del 
NADH o NADPH. Finalmente, todos ios organismos son capaees de incorporar 
amomaco (NH fH ) a componentes organicos. 

El NH 3 se incorpora a las moleculas organicas principalmente durante la sin- 
tesis de los aminoacidos giutamato y glutamina, que se obtienen a partir del inter- 
mediario del ciclo del acido citrico, a-cetoglutarato. Estos aminoacidos funcionan 
despues como donanfes de grupos amino durante la sintesis de los otros ami¬ 
noacidos, que tambien se producen a partir de otras vias metabólicas centrales, 
como la glicolisis o et ciclo del acido cftrico (Fig. 2.42). Asi el materiał basico para 
la sintesis de aminoacidos se obtiene de ta glucosa, y los aminoacidos se sinteti- 
zan acosta de energia (ATP) y de poder reductor (NADPH). Muchas bacterias y 
plantas pueden sintetizar todos los 20 aminoacidos. Los humanos y otros mami- 
feros, sin embargo, solo pueden sintetizar aproxmmadamente la mitad de los ami¬ 
noacidos que reguieren; el resto debe obtenerse de la dieta (Tabla 2.2). 

La polimerización de los aminoacidos para formar protefnas tambien requie- 
re energia. Como la sintesis de polisacaridos, la formación de un enlace peptidi- 
co puede considerarse como una reacción de deshidratación, que debe reali- 
zarse en la dirección de la sintesis de proteinas acoplandose a otrą fuente de 
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Figura 2.43 

Formaeión de un enlace peptidiea. Un aminoacido es activa- 
do primero a traves de la unión a su ARNt en una reaccićn de 
dos pasos que implica la hidrólisis de ATP a AMP. Los ARNt 
slrven eon o adaptadores para aiinear loa aminoacidos en un 
molde de ARNm unido a ribosomas. Gada aminoacido es trans- 
ferido entonces al extremo C terminal de una cadena peptidiea 
creciente a costa de dos moleculas adicionales de GTP. 




C-C-NHśi 



Aminoacił-AMP 


Adenosina—O — P —O —C — C— NHo 
1 i 

“O H 


r 


ARNIt-O -P -0-CH 2 
I 

“O 



Aminoacil-ARNt, 


ARNt i —O -P-O 
I 

“O 


Cadena peptidiea creciercte 




H 

f 

N-term-N -C -C-ARNt, 

I II 
H O 


N-term 



Extremo 3" 




ARNt, 


-i 


H O 


H O 


energia metabolica. En la biosinlesis de polisacaridos, este acoplamiento se 
consigue a traves de la corwersión de los azueares a intermediarios activados s 
como la UDP-glucosa, Los aminoacidos son activados de forma similar antes 
de utilizarse para la sintesis de proteinas. 

Una diferencia crucial entre la smtesis de p rotę mas y la de polisacaridos es 
que los aminoacidos se incorporan a las proteinas en un orden particular, espe- 
cificado por un gen. El orden de los nucleótidos en un gen especifica la secuen- 
cia de aminoacidos de una proteina a traves de la traducción, en la que el ARN 
mensajero (ARNm) actua como molde para la smtesis p rotę lnica (vease Cap 
3). Gada aminoacido se une primero a una molecula de ARN de transferencia 
(ARNt) especifica en una reacción acoplada a la hidrólisis de ATP (Fig. 2.43). 
Entonces los aminoacil ARNt se alinean en el molde de ARNm unido a los ribo- 
somas, y cada aminoacido se ańade al extremo C terminal de una cadena pep- 
tidica creciente por medio de una serie de reacciones que seran tratadas en 
detalle en el Capitulo 7. Durante el proceso, se hidrolizan dos moleculas adicio- 
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Cadena polinueleotidica crecienta 

Extremo 5' ( 
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I 

“O -p =0 


Figura 2.44 

Sintesis de polinucleótidos. Nucleósidos tnfosfalo se unen al extremo 3 de una cade- 
na polinueleotidica creciente eon la liberación de pirofosfato. 
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nales de GTP, asf que la incorporación de eada aminoacido a una proteina esta 
acoplada a la hidrólisis de una molecula de ATP y dos de GTP. 

Acidos micłeicos 

Los precursores de los acidos nucłeicos, los nucleótidos, estan compuestos de 
azucares de cinco carbonos fosforilados unidos a bases nucletcas. Los nucleoti- 
dos pueden ser sintetizados a partir de carbobidratos y aminoacidos; tambien 
pueden ser obtenidos de [a dieta o reutilizados tras la degradadón de acidos 
nucłeicos. El punto de partida para la biosintesis de nucleótidos es el azucar 
fosforilado ribosa-5-fosfato, que se obtiene a partir de glucosa-6-fosfato. Vias 
divergentes conducen entonces a la sintesis de ribonucleótidos de purina y piri- 
midina, que son los precursores inmediatos de la sintesis de ARN. Estos ribonu¬ 
cleótidos se convierten en desoxirribonucleótidos ? que sirven como ladrillos de 
construcción monomeheos del ADN. 

El ARN y ADN son polimeros de nucleósidos monofosfato, Como para otras 
macromoleculas, sin embargo, la pofimerización directa de nucleósidos mono¬ 
fosfato es energeticamente desfavorable, y la sintesis de polinucleótidos utiliza 
en su lugar nucleósidos tritosfatos como precursores activados (Fig. 2.44). Un 
nucleósido 5 -trifosfato se ańade a un grupo 3 hidroxilo de una cadena polinu- 
cteotidica creciente, eon ia liberación y posterior hidrólisis de pirofosfato como 
promotor de la reacción en la dirección de la sintesis de polinucleótidos. 


Membranas celulares 

La estructura y función de las celulas dependen de forma crucial de las mem¬ 
branas, que no solo separan el interior de la celuJa de su entorno sino que tam- 
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Figura 2.45 

Bicapa fosfolipidica. Los fosfolipidos 
forman aspontaneamente bicapas esta- 
bfes, eon sus grupos polares de cabeza 
expuestos a! agua y sus colas hidrófobas 
errterradas en el interior de la membrana. 


bien definen los compartimentos internos de las celulas eucariotas, incluyendo 
las organelas de nucleo y citoplasma. La formación de membranas biológicas 
se basa en las propiedades de los lipidos, y todas las membranas celulares 
eomparten una misma organización estructural: bicapas de fosfolipidos eon 
proteinas asociadas. Estas proteinas de membrana son responsables de mu- 
chas funciones espectalizadas; algunas actuan como receptores que permiten 
a la celula responder a seńales externas, algunas son responsables del trans- 
porte selectivo de moleculas a trave$ de la membrana, y otras participan en el 
transporte de electrones y en la fosforilación oxidativa, Ademas, las proteinas 
de membrana controlan las interacciones entre celulas de orgamsmos pluricelu- 
lares. La organización estructural comun de las membranas subyace de este 
modo en una gran variedad de procesos biológicos y funciones especiaiizadas 
de membrana, que se trata ran eon detaile en otros cap it u los. 

Lip id os de membrana 

Los bloques de construceión fundamentales de todas las membranas celulares 
son los fosfolipidos, que son mofeculas anfipaticas, que consisten en dos cade- 
nas de acidos grasos hidrófobos ligadas a un grupo de cabeza hidrófilo que 
contiene fosfato (vease Fig. 2.7). Debido a que sus colas de acidos grasos son 
escasamente solubles en agua, los fosfolipidos forman bicapas espontanea- 
mente en soluciones acuosas, eon las colas hidrófobas enterradas en el interior 
de la membrana y los grupos polares de cabeza expuestos en ambos lados, en 
contacto eon e! agua (Fig. 2.45). Dichas bicapas fosfolipidicas forman una 
barrera estable entre dos compartimentos acuosos y representan la estruefura 
basica de todas las membranas biológicas. 

Los lipidos constituyen aproximadamente el 50% de ia masa de la mayoria 
de las membranas celulares, aunque esta proporción vana dependiendo del 
tipo de membrana. Las membranas plasmaticas, por ejemplo, son aproxtmada- 
mente un 50% de lipidos y 50% de proteinas. La membrana interna de la mito- 
condria, por otrą parte, contiene una fracción inusualmente alta (aproximada- 
rnente 75%) de proteinas, reflejando la abundancia de complejos proteinicos 
implicados en el transporte de electrones y la fosforilación oxidativa. La composi- 
ción lipidica de las diferentes membranas celulares tambien vana (Tabla 2,3). La 
membrana plasmatica de E coli contiene predominantemente fosfatidiletanofa- 
mina, que constituye el 80% del total de lipidos. Las membranas plasmaticas de 
los mamiferos son mas complejas, conteniendo cuatro fosfolipidos principales 
—fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, y esfingomieiina— que 
juntos constituyen entre el 50 % y el 60 % del fota! de lipidos de membrana. Ade¬ 
mas de los fosfolipidos, la membrana plasmatica de las celulas animales contie¬ 
ne glucoifpidos y colesterol, que generalmente corresponden a aproximada- 
menie el 40% de las moleculas de lipidos totales. 


Figura 2.46 

Movrlidad de los fosfolipidos en una 
membrana. Fosfolipidos individuales pue- 
den rotar y moverse łatę rai mente dentro 
de una bicapa. 



TABLA 2.3. Composición lipidica de las membranas celulares* 3 



Membrana plasmatica 

Reticulo 

endopiasmatico 

rugoso 

Membranas 
mitocondnales 
ex tern as 

Lipid o 

E. coli 

Eritrocito 

Fosfatidiicofina 

0 

17 

55 

50 

Fosfatidilserina 

0 

6 

3 

2 

Fosfatidiletano! 

amina 

80 

16 

16 

23 

Esfingomieiina 

0 

17 

3 

5 

Glucolipidos 

0 

2 

0 

0 

Colesterol 

0 

45 

6 

<5 


Fuente: Dalos de P.L.Yeagle, 1993. The Membranes ofCelfs . 2nd ed. San Diego. CA:Academic Press, 

r:i La cornposścióń de la membrana eslń indicada como el porceniaje mol ar de los principales lipidos constituyantes. 
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Figura 2.47 

Inserción da colesterol en una membrana. El colesterol se inserta en la membrana 
eon su grupo hidroxilo polar próximo a los grupos polares de cabeza de los fosfolipidos, 

Una importante propiedad de las bicapas lipidicas es que se comportan como 
fluidos bidimensionales en los que moleculas individuales (tanto lipidos como pro- 
temas) son libres para rotar y moverse en direcciones laterales (Fig. 2.46). Esta 
fluidez es una propiedad crucial de las membranas y esta determinada tanto por 
la temperatura como por la composición lipidica. Por ejemplo, las interacciones 
entre cadenas mas cortas de acidos grasos son mas debiles que aguellas entre 
cadenas mas largas, asi que las membranas que contienen cadenas de acidos 
grasos mas cortas son menos rigidas y se mantienen fluidas a temperaturas 
mas bajas. Los lipidos que contienen acidos grasos insaturados inerementan de 
forma similar la fluidez de la membrana porque la presencia de dobles enlaces 
introduce curvamientos en las cadenas de acidos grasos, haciendo mas difidl 
que se empagueten juntas. 

Debido a su estructura de anillo hidrocarbonado (vease Fig. 2.9), el coleste- 
roi desempena un papel importante en la determinación de la ftuidez de la mem¬ 
brana. Las moleculas de colesterol se insertan en la bicapa eon sus grupos 
polares hidroxilo próximos a los grupos de cabeza hidrof flicos de los fosfolipidos 
(Fig. 2.47) Los aniilos hidrocarbonados rigidos del colesterol interactuan por lo 
tanto eon las regiones de las cadenas de acidos grasos que son adyacentes a 
los grupos de cabeza de los fosfolipidos, Esta interacción disminuye la movilF 
dad de las porciones externas de las cadenas de acidos grasos, haciendo que 
esta parte de la membrana sea mas rigida. Por otrą parte, la inserción del coles¬ 
terol interfiere eon las interacciones entre cadenas de acidos grasos, mante- 
niendo de este modo la fluidez de la membrana a temperaturas mas bajas. 


Grupo de cabeza Grupo Colesterol 
de! fosfolipido hidroxilo / 



Proteinas de membrana 

Las proteinas son el otro constituyente principal de las membranas celulares, 
constituyendo entre e! 25 y el 75 % de la masa de las diversas membranas de la 
celula. El modelo actual de la estructura de la membrana, propuesto por Jona¬ 
than Singer y Garth Nicolson en 1972, considera las membranas como un mo- 
saico fluido en el que las proteinas estan insertadas en una bicapa lipidica 
(Fig. 2.48). Mientras los fosfolipidos proporcionan la organización estructura! 
basica de las membranas, las proteinas de membrana desempeńan las funcio- 
nes especificas de las diferentes membranas de ia celula. Estas proteinas se 
dividen en dos tipos generales, basandose en la naturaleza de su asociación 
eon la membrana. Las proteinas integrales de membrana estan embebidas 
directamente dentro de la bicapa lipidica. Las proteinas perifericas de mem¬ 
brana no estan Insertadas en la bicapa lipidica pero estan asociadas eon la 
membrana indirectamente, generalmente a traves de interacciones eon las pro- 
teinas integrales de membrana. 

Muehas proteinas integrales de membrana (llamadas proteinas trans¬ 
membrana) atraviesan la bicapa lipidica, eon partes expuestas en ambos lados 
de la membrana. Las partes de estas proteinas que atraviesan ta membrana 
son habitualmente regiones a-helicoidales de entre 20 a 25 aminoacidos no 
polares. Las cadenas laterales hidrófobas de estos aminoacidos interaccionan 
eon las cadenas de acidos grasos de los lipidos de membrana, y la formación de 
una g-helice neutraliza el caracter poiar de los enlaces peptfdicos, como se 
discute previamente en este Capitulo eon respectoal plegamientode las protet- 
nas. La unica otrą estructura proteica conocida que atraviesa bicapas Jipidicas 
es el barril-# formada por el plegamiento de laminas-/* en una estructura se- 
mejante a un barril. que se eneuentra en algunas proteinas transmembrana de 
bacterias, cloroplastos, y mitocondrias (Fig, 2.49). Como los fosfolipidos, las 
proteinas transmembrana son moleculas anfipaticas, eon sus partes hidrófilas 
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Figura 2.48 

Modelo del mosaico fluido de la estmc- 
tura de la membrana. Las membranas 
biológicas consisten en protemas inserta- 
das en una bicapa lipidica, Las proteinas 
integralesde membrana estan embebidas 
en la membrana, habitualmente a !raves 
de regiones z-helicoidales de entre 20 a 
25 aminościdos hidrófobos. Algunas pro- 
teinas transmembrana atraviesan la 
membrana una sola vez; otras tienen mul- 
tiples regiones que atraviesan la membra¬ 
na. Ademas, algunas protemas estan an¬ 
dadas en la membrana a traves de lipidos 
que estan ligados de torma covalente a la 
cadena polipeptidica. Estas protemas 
pueden estar andadas a la vertiente ex- 
tracelular de la membrana por glicolfpidos 
o a la yertiente citosólica por addos gra- 
sos o grupos prenilo (vease las estructu- 
ras enei Cap. 7). Las protemas penfericas 
de membrana no estan insertadas en la 
membrana pero estcin adheridas a traves 
de interacciones eon proteinas integrales 
de membrana. 


Proteina- 
integral 
de membrana 


Proteina periferica de membrana 


expuestas al medio acuoso a ambos lados de la membrana. Algunas protemas 
transmembrana atraviesan la membrana una sola vez; otras tienen multiples 
regiones que atraviesan la membrana. La mayona de las proteinas transmem¬ 
brana de las membranas plasmaticas eucariotas han sido modificadas eon la 
adición de carbohidratos, que estan expuestos en la superficie de la celula y 
pueden participar en interacciones celula-celula. 

Las proteinas tambien pueden estar andadas en las membranas por lipidos 
que estan ligados de forma covalente a la cadena polipeptidica (vease Cap. 7). 
Modificaciones lipidicas especificas anclan proteinas a las vertientes citosólica 
y extraceiular de la membrana plasmatica. Las proteinas pueden estar ancla- 
das a la vertiente citosólica de la membrana bien por ta adición de un acido 
graso de 14 carbonos (acido miristico) a su extremo amino terminal o bien por 
la adición de un acido graso de 16 carbonos (acido palmitico) o de grupos preni¬ 
lo de 15 ó 20 carbonos a las cadenas laterales de los residuos de cistema. De 


forma alternativa, las proteinas son andadas a la vertiente extracelular de Ja 
membrana plasmatica a traves de la adición de glicolipidos a su extremo carbo- 
xtlo terminal. 


Tran spor te a trave$ dc membranas cel ul ar es 

La permeabilidad selectiva de las membranas biológicas a las moleculas pe- 
gueńas permite a la celula controlar y mantener su composición interna. Solo 
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las moleculas pequeńas no cargadas pueden difundir libremente a traves de las 
bicapas de fosfolipidos (Fig. 2.50). Las moleculas pegueńas no polares, como 
el 0 2 y el C0 2 , son solubles en la bicapa lipidica y por lo tanto pueden cruzar 
facilmente las membranas celulares. Las moleculas polares pequeńas no car¬ 
gadas, como el tambien pueden difundir a traves de las membranas, pero 
moleculas polares no cargadas mayores, como la glucosa. no pueden. Las mo¬ 
leculas cargadas, como los iones, son incapaces de difundir a traves de una 
bicapa de fosfolipidos independientemente de su łamano; incluso los iones H + 
no pueden cruzar una bicapa lipidica por difusión librę. 

Aunpue los iones y la mayoria de las moleculas polares no pueden difundir a 
traves de una bicapa lipidica, mucbas de estas moleculas (como la glucosa) son 
capaces de atravesar las membranas celulares. Estas moleculas pasan a tra- 
ves de las membranas gracias a la actuación de proteinas especificas trans- 
membrana. que actuan como transportadores. Dichas proteinas de transporte 
determinan la permeabilidad sefectiva de las membranas celulares y de este 
modo desempenan un papel crucial en la función de la membrana. Contienen 
multiples regiones que atraviesan la membrana formando un conducto a travśs 
de la bicapa lipidica, permitiendo que moleculas polares o cargadas atraviesen 
la membrana por un poro protefnico sin interaccionar eon las cadenas hidrófo- 
bas de acidos grasos de los fosfolipidos de membrana. 

Como se trata en detalle en el Capitulo 12; hay dos tipos principales de 
proteinas de transporte de membrana (Fig. 2.51). Los canates protemicos for- 
man poroś abiertos a traves de la membrana, permitiendo libremente el paso de 
cuaiquier molecula de! tamańo adecuado. Los canales iónicos, por ejemplo, 
permiten el paso de iones inorganicos como Na", K\ Ca 2 ", y Cl a traves de la 
membrana plasmatica, Una vez abiertos, los canales protemicos forman poroś 
pequenos a traves de los cuales pueden cruzar la membrana por difusión librę 
iones del tamańo y carga adecuados Los poroś formados por estos canales 
protemicos no estan permanentemente abiertos: mas bien, pueden ser abiertos 
o cerrados selectivamente en respuesta a seńales extracelulares. permitiendo 
a la celuia controlar el movimiento de iones a traves de la membrana. Estos 
canales iónicos reguiados han sido estudiados especialmente bien en celu- 
las nerviosas y musculares. donde median la transmisión de seńales electro- 
quimicas. 

En contraste eon ios canales protemicos, las proteinas transportadoras 
unen y transportan selectivamente moleculas pegueńas especificas, como la 
glucosa. En vez de formar canales abiertos, las proteinas de transporte actuan 


Moleculas pegueńas no cargadas Moleculas polares mayores e iones 



Exterior 



Figura 2 49 

Estructura de un banil-/£ Afgunas pro- 
te mas transmembrana atraviesan la bica¬ 
pa fosfolrpidica como laminas-/? plegadas 
en una estructura semejante a un barril. 


Figura 2,50 

Permeabilidad de las bicapas de fosfo¬ 
lipidos. Moleculas pequeńas no carga¬ 
das pueden difundir libremente a traves 
de una bicapa de fosfolipidos. Sin embar¬ 
go. la bicapa es impermeable a moleculas 
polares mayores (como !a glucosa y ios 
aminoacidos) y a los iones. 
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(A) 



Figura 2.51 

Canales proteinicos y protemas de 
transporte. (A) Los canales protelnicos 
forman poroś abiertos a traves de los cua- 
les las mołśculas del ta mano apropiado 
(p. ej., iones) puedencruzar la membrana. 
(B) Las protemas trans po rtado ras unen 
se!ectivamente las pequeńas mo lec u las 
que seran transportadas y entonces expe- 
rimentan un cambio conformacional para 
liberar la mofecula al otro lado de la mem¬ 
brana. 


H ł bajo 





(ff) a Ho 


<B> 



Proteina 

transportadora 


Cambio 

conformacional 


como enzimas para facilitar el paso de moleculas especificas a traves de las 
membranas. En particular, las protemas de transporte unen moleculas especifi¬ 
cas y despues experimentan cambios conformacionales que abren canales a 
traves de los cuales la molecula que sera transportada puede pasar a traves de 
la membrana y ser Itberada en el otro lado. 

Como se describe hasta ahora T las moleculas transportadas bien a traves de 
canales protemicos o de protemas transportadoras cruzan las membranas en la 
dirección energeticamente fayorable, determinada por los gradientes de con- 
centración y electroquimico —un proceso conocido como transporte pasivo. 
Sin embargo, las protemas transpo rtado ras tambien proporcionan un mecanis- 
mo a traves del cual los cambios energeticos asociados eon el transporte de 
moleculas a traves de una membrana puede ser acoplado a la utilización o 


Figura 2.52 

Modelo de transporte activo. La energia derivada de la hidrólisis de ATP es empleada 
para transporter HT en contra de un gradiente electroguimico (de una baja a una alta 
concentración de hL). La unión de H + esta acompahada por la fosforilación de la proteina 
de transporte, lo que induce un cambio conformacional que promueve el transporte de H' 
contra el gradiente electroguimico. La liberación de H 1 y la hidrólfeis dei grupo fostało 
ligado restablecen entonces el transportador a su conformación original. 
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producción de otras formas de energia metabólica, igual que las reacciones 
enzimaticas pueden ser acopladas a la hidrólisis o sintesis de ATP. Por ejerm 
p!o, las moleculas pueden ser transportadas en una dirección energeticamente 
desfavorable a traves de una membrana (p. ej. r contra un gradiente de concen- 
tración) si su transporte en esa dirección esta acoplado a la hidrólisis de ATP 
como fuente de energia — un proceso denominado transporte activo (Fig. 
2.52)—, La energia librę almaeenada como ATP puede de este modo ser usada 
para controlar la composición interna de la celula, asi como para promover la 
biosfntesis de los componentes celulares. 


RESUMEN 

COMPOSICIÓN MOLECULAR DE LAS CELULAS 

Carbohidratos: Los carbohidratos incluyen azucares simples y polisacari- 
dos. Los polisacaridos sirven como formas de almacenamiento de azucares, 
componentes estructurales de las celulas y marcadores en procesos de re- 
conocimiento celular. 

Lipidos : Los lipidos son los principates componentes de las membranas ce¬ 
lulares, y sirven como depósito de energia y moleculas de seńalizaeión, Los 
fosfolipidos consisten en dos cadenas de acidos grasos hidrófobos unidas a 
un grupo hidrófilo de cabeza que contiene fosfato, 

Acidos nucieicos Los acidos nucleicos son las principales moleculas de in- 
formación de la celula. Tanio el ADN como el ARN son polimeros de nucleóti- 
dos de purina y pirimidina. Los enlaces de hidrógeno entre pares de bases 
complementarias permiten a los acidos nucleicos dirigir su propia replicación. 


Protefnas Las protefnas son polimeros de 20 aminoacidos distintos, cada 
uno de los cuales tiene una cadena lateral distinta eon propiedades qumnicas 
especificas. Cada proteina tiene una secuencia de aminoacidos propia, que 
determina su estructura tridimensional. En la mayoria de las proteinas, combi- 
naciones de a-hełices y hojas /? se pliegan en dominios globulares eon amL 
noacidos hidrófobos en el interior y aminoacidos hidrófilos en la superficie. 

PAPEL CENTRAL DE LAS ENZIMAS COMO CATALIZADORES 
BIOLÓGICOS 

ActMdad catatitica de tas enzimas. Practicamente todas las reacciones 
guimicas dentro de las celulas son catalizadas por enzimas. 

Mecanismos de catałisis enzimatica : Las enzimas inerementan la veloci- 
dad de las reacciones uniendo sustratos en la posición adecuada, alterando 
la conformación de los sustratos para aproximarłoś al estado de transición, y 
participando directamente en las reacciones quimicas. 

Coenzimas: Las coenzimas trabajan junto eon las enzimas para transportar 
grupos bioquimicos entre sustratos. 

Regulacićn de la actMdad enzimatica : Las actividades de las enzimas son 
reguladas para cubrir las necesidades fisiológicas de la celula. La actividad 
enzimatica puede ser controlada a traves de ta unión de moleculas pequehas, 
de interacciones eon otras proteinas, y de modificaciones covalentes. 


PALABRAS CLAVE 


carbohidrato, monosacarido, enlace 
glicosidico, oligosacarido, polisaearido, 
glucógeno, almidón, celulosa 


lipid a, acido graso, triacilgliceroL grasa, 
fosfolipido, esfingomielina. anfipótieo, 
glicolipido, cal es te rok hormona 
e steraidea 


acido desoximbonucleico (ADN), acido 
nbonucleico (ARN), ARN mensa (ero 
(ARNm), ARN ribosómico, ARN de 
transferencia, nucleótido, purina, 
pirimidina, adenina, guanina, citosina 
timina, uracilo, 2 -desoxirribosa, ribosa, 
nucleósido, eniace fos fod i ester, 
oligonucJeótido, poli nucleótido 

proteina, aminoacido, enlace peptidico 
polipeptido, enstafografia de rayos X, 
estructura primaria, estructura 
secundaria, i-helice, hoja />„ estructura 
te rei aria, dominia, estructura cuaternaria 


enzima, susfcrato, producto, estado de 
transición, energia de activación T sitio 
activo 

model o de la llave y la cerradura, afuste 
inducido 


grupo prostot i co. coenzima, nicotidamin 
adenin di nucleótido (NAD H ) 

inhibición por retroalimentacrón, 
regulacićn aiosterica, fosforilación 
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energia librę de Gibbs (G), adenosin 
5 trifosfato (ATP), en lace de alta energia 


glicolisis, coenzima A (CoA), ciclo del 
acido eitrico. ciclo de Krebbs, flavin 
adenin dinucleótido (FADH a ), 
fosforilación oxidativa t cadena de 
transporte de electrones 


reacciones luminosas, reacciones 
oscuras, pigmentos fotosmteticos, 
clorofila, ciclo de Calvin 


gluconeogenesis 


fijación de nitrógeno 


bicapa de fosfohpidos 


mosaico fluido, proteina integral de 
membrana, proteina periterica de 
membrana, proteina transmembrana, 
barril -fi 


canal proteico, proteina trans po rtadora, 
trans porte pasivo, transporte activo 


ENERGIA METABÓLICA 

Energia librę y ATP El ATP funciona como un depósito de energfa librę, que 
es empleado para promover reacciones que requieren energia dentro de las 
celulas. 

Generaeión de ATP a partir de glucosa : La degradación de glucosa es una 
I uente importante de energia celular. En celulas aeróbicas, la oxidación com- 
pleta de la glucosa produce entre 36 y 38 moleculas de ATP, La mayona de 
este ATP se deriva de las reacciones de transporte de electrones en las que el 
0 2 es reducido a H 2 0. 

Obtención de energia de otras motecufas organicas El ATP tambien puede 
ser obtenido a partir de la degradación de otras moleculas organicas aparte de 
la glucosa. Debido a que las grasas estan mas reducidas que los carbohidra- 
tos, proporcionan una fuente mas eficaz de almacenamiento de energia. 

Fotosintesis La energia requerida para la sfntesis de moleculas organicas 
se obtiene en ultimo termino de la luz solar, que es aprovechada por las 
plantas y las bacterias fotosinteticas. En la primera etapa de la fotosintesis, 
la energia de la luz solar se emplea para promover la sfntesis de ATP y 
NADPH r acoplada a la oxidación de H 2 0 a 0 2 . El ATP y ei NADPH produci- 
dos en estas reacciones son empleados entonces para sintetizar glucosa a 
partir de C0 2 y H 2 Q, 

BIOSiNTESIS DE LOS COMPONENTES CELULARES 

Carbohidratos. La glucosa puede ser sintetizada a partir de otras moleculas 
organicas, empleando energia y poder reductor en forma de ATP y NADH, 
respectivamente. Entonces se necesita ATP adicional para promover la sfn¬ 
tesis de polisacaridos a partir de azucares simples* 

Lipidos: Los Ifpidos son sintetizados a partir de acetil CoA, que se forma en 
la degradación de los carbohidratos. 

Proteinas: Los aminoacidos son sintetizados a partir de intermediarios de la 
glicolisis y del ciclo del acido citrico. Su polimerización para formar protefnas 
reguiere energia adicional en forma de ATP y GTP. 

Acidos nucleicos ; Los nucleótidos de purina y pirimidina son sintetizados a 
partir de carbohidratos y aminoacidos. Su polimerización a ADN y ARN es 
promovida por la utilización de nucleósidostrifosfatos como precursores ac- 
tivados. 

MEMBRANAS CELULARES 

Lipidos de membrana La estructura basica de todas las membranas celu- 
lares es una bicapa de fosfohpidos, Las membranas de celulas animales 
tambien contienen glucolipidos y colesterol. 

Proteinas de membrana. Las proteinas pueden estar insertadas en la bica¬ 
pa lipidica o bien asociadas a la membrana indirectamente, a traves de rnte- 
racciones protema-proteina. Algunas protefnas atraviesan la bicapa lipidica; 
otras estan ancladas a una vertiente de la membrana. 

Transporte a traves de membranas eeiutares: Las bicapas lipidicas son 
permeables solo a moleculas pequeńas no cargadas, Los iones y la mayona 
de las moleculas polares son transportados a traves de las membranas celu- 
lares por proteinas de transporte especfficas, cuya actuación puede ser aco- 
piada a la hidróltsis o sfntesis de ATP 
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Preguntas 

1. iQue caracteristicas del agua la ha- 
cen ideał como la molecula mas abun- 
dante en las celu las? 

2. Explica la diferencia entre un oligo- 
sacarido y un polisacarido. 

3. <,Cua\ es la diferencia entre glucóge- 
no y celulosa? 

4. ^En que se diferencia un acidograso 
de una grasa? 

5. ^Cuales son las principales funcio- 
nes de las grasas y los fosfotipidos en las 
celulas? 

6. Ademas de seiw como bloques de 
construcción para los acidos nucleicos, 
^que otras funciones importantes po- 
seen los nucleótidos en las celulas? 
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matica el cambiar este amtnoacido por li¬ 
si na? 

9. Considera la reacción A B + C, en 
la que AG - +3,5 kcal/mol. Calcula AG 
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que la concentración de A es 10 ? M y 
las concentraciones efe B y C son ambas 
de IG" 3 M. iEn quśdirecdón progresara 
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Papę! central de las enzimas 
como catalizadores bwlógicos 

Koshland, D, F, 1984. Contro! of enzyme ac- 
tivity and metabolie pathways, Trenrfs Bio- 
chem. Sci. 9: 155-159, [RJ 
Lienhard, G. E. 1973. Enzymatic cataiysis 
and trans i tion-stałe thenry. Science 180: 
149-154, [R] 

Lipscomb, W. N. 1983. Strućturę and ca tal- 
ysis of enzym es. Ann. Re v. Blochem. 52: 17- 
34. [R] 

Monod, j. r J.-P Changeu* and F. Jacob. !9t>3. 
Allosteric proteins and celi u lar contro! 
Systems. /. Moi. Biot 6: 306-329. [V\ 

N arii kar, G. j. and D. Herscblag. 1997. Me- 
chanistic aspects of enzymatic eatalysis: 
l.essons from comparison of KNA and 
protein en/vmes, Ann. Rev, Blochem. 66: 
19-59, [R] 

Neurath, ii. 1984, Evolution of proteolytic 
en/y mes. Science 224: 350-357. [R| 
Schramm, V. L. 1998. Enzym a lic Iransition 
States and transition State analog design. 
Ann. Rev. Blochem< 67: 693-720. [R] 

Energta metabolie a 

Be inert, II., R, H. Moim and E. Munck. 1997. 
Iron-suKur clusters: NatureN modular. 
niultipurpose structures. Science 277: 653- 
659.|R| 

lkmnett, |, 1979. Tlie protein that harvests 
sunlighl. Trcnds Biochem. SU. 4: 268-271. [R| 
Cah Ln, M. 1962, The path of carbon in plu>- 
tosynthesis. Sc lasce 135: 879-889. [KJ 
DeisenhoftT, f. and 11 Michel. 1991. Stmctu- 
res of bacterial photosynthetic reaction 
centers. Arnu Rev. Cctl Blol. 7: 1-23. [RJ 
Krebs, H, A. 1970, The hisłory of the tricar- 
boxylic cycle. Pes^pect. BioL Med. 14: 154- 
170*| KJ 

KuhJbrandt, W., D. N. Wangand Y. Fujiyos- 
hi 1994. Atomie model of plant light-har- 
yesting complex by ek^tron ery stal U> 
g ra p h } r , Na 1 11 re 367: 614-621. [ FJ 


- 298 K {25 C). Recuerda que In (x) ^ 2,3 
log 10 (x). 

10. ^Cuales son las reacciones lumini- 
cas y las reacciones oscuras de la foto- 
sintesis? 

11. A pesar de que las protefnas trans- 
portadoras y los canales prołeicos son 
muy similares, como la especificidad y 
saturación a concentraciones e!evadas 
del sol u to transportado, las proteinas 
transportadoras son mas lentas que los 
canales proteicos Explica. 

12 . ^ Por que son las regiones que atra- 
viesan la membrana de las proteinas 
transmembrana freeuentemente /-heli- 
ces? 


Nicholls, D. G, and S. J. Ferguson. 2002. Bitw- 
nergeiks. 3rded. London: Academic Press. 
Saraste, M, 1999. Gxidative phospłmry ta- 
tion at the fin de siecie, Science 283: 1488- 

1493. [RJ 

Biosmtesis de los componentes 
celu! mes 

I ters, H. G. and L. Hue. 1983. Cluconeogene- 
sis and related aspects of glycoK sis. 

Rev. Blochem , 52: 617-653. [K] 

Jones, M. F. 1980. Fynmidtne tnicleotide 
biosynthesis in animals: Gones, en/ymes r 
and regulation of UMP biosynthesis. Ann. 
Rev. Biochem , 49; 253-279. [R] 

Kornberg, A. and T. A. Baker. 1991, DNA Re- 
pl i alt hm, 2nd cd. New York: W. H. Free- 
man. 

To]bert N* IV 1981. Metabolit pathways in 
neroxisomes and glyoxvsomes. Ann. Rex\ 
Biochem. 50: 133-157 [R] 

Umbarger, H. E. 1978, Amino acid biosy- 
nthesis and ils regułalion. Ann, Rer. Sio¬ 
dłem. 47:533-606. |Rj 

Van den Bosch, H., R. B> H. Schutgens, R. J, 
A. Wanders and I. M. Tag er. 1992. Bioche- 
mistry of peroxisomes. Ann, Rev. Blochem. 
61: 157-197, [KJ 

Wakil, S J., J. K. Stoops and V. C. Joshi. 1983. 
Fatty acid synlhesis and \is regułation, 
Ann. Rev Biochem. 52: 537-579. [RJ 

Mcm b ra u a s cc l u l a res 

Bretscher, W. 198.5. The molecules of the celi 
membrano, Sci, Am. 253(4): 100-108. [RJ 

Dowham, W. 1997. Molecular basis for 
membranę phospholipid diverstlv: Why 
are there su many lipids? Ann. Rev. Bio¬ 
chem, 66: 199-212. [R| 

Enghmd, P, T. 1993. The structure artd biosy- 
nthesis o\ glycosyl phosphatidylinositol 
protein anchors. Ann. Ren Biochem, 62: 
121-138.[K] 

Fil razi, T. A., G, Waksman and j, I. Gordon. 



88 • Seeción I • Introducción 


2001, The biology and enzymology of pro¬ 
tein N-myristoylation, Ann, Ren Blochem . 
276: 39501-39504. [R] 

Petty, H. R, 1993, Mokcular Biology of Mem¬ 
branes: Siructure md Fund km. New York: 
Plenum Press, 

Singer, S, J, 1990, The structure and insertion 
of integra] proteins in membranes. Anit . 
Reth Celt Biol. 6: 247-296, |R| 

Singer, S, J. and G. L, Nicolson. 1972, The 


fluid mosaic model of the struć turę of celi 
membranes, Science 175: 720-731, [P] 

Tamm, L, K,, A. Arora and I, M. Kleins- 
ch m id t 2001, Struci u re and assembly of /J- 
barrel membranę proteina, /. Biol. Chem. 
276: 32399-32402, [R] 

Towler, D. A., ]. I. Gordon, S. W Adams and 
L. Giaser. 1988. The biology and enzymu- 
logy of eukan otic protein acyiation. Ann. 
Rev. Blochem, 5 7: 69-99, [R] 


Wbite, S. II, A, S. Ladokhin, S. Jayasinghe 
and K. Hr istota. 2001, Ho w membranes 
shape protein structure. /. Biot, Chem , 276: 
32395-32398. |Rj 

Yeagle, P. L. 1993. The Membranę* of Celi s. 

2nd ed. San Diego, CA: Aca demie Press, 
Zhang, F. L, and P. J, Casey, 1996. Protein 
prenylation: Moleeular mechanisms and 
functional cortsequences. Ann . Rep. Bio 
chem . 65: 241-269, [R| 



Herencia, genes y ADN 89 

Expresión de la información genetica 96 

AON recombinante 103 

Deteceión de dcidos nucleicos y 
proteinas 117 

Función de los genes en eueariotas 123 

Experimento clave: 

Hipotesis dei provims de ADN 102 

Medicsna molecular: 

VIH y sida 105 


A biologia molecular CONTEMPORANEA se ocupa principałmente de la 



comprensión de los mecanismos responsables de la transmision y expre- 


L. sión de la información genetica que en ultimo termino determinan la es- 
tructura y función celulares. Como fue expuesto en el Capitulo 1, todas las celu- 
las comparten un numero de propiedades basicas, y esta unidad subyacente de 
la biologia celular es particularmenie evidente en e! nivel molecular. Tal unidad 
ha permitido a los cientificos elegir organismos sencillos (como las bacterlas) 
como modelos para muchos experimentos fundamentales asumiendo que me¬ 
canismos moleculares similares son comunes en organismos tan distlntos 
como E. coli y el organismo humano. Numerosos experimentos han demostra- 
do fa validez de esta premtsa, y actualmente es evidente que la biologia mole¬ 
cular celular proporciona un marco unificador para comprender diversos aspec- 
tos del comportamiento celular. 

Los avances iniciales en biologia molecular se lograron aprovechando el 
rapido crecimiento y la facilidad de mampulación del genoma de bacterias sen- 
cillas como E. coli[ y sus virus. A continuación, el desarrollo del ADN recombb 
nante permitió establecer tanto los principios fundamentales, como diversos 
procedimientos experimentales desarrollados en un principio en procariotas y 
apltcados posteriormente a celulas eueariotas. La aplicacion de 3a tecnologia 
del ADN recombinante ha tenido un enorme impacto, inicialmente permitiendo 
el aislamiento y caracterización de genes eucarióticos indtviduaies f y mas re- 
cientemente permitiendo la determinación de secuencias completas del geno¬ 
ma de animales y plantas superiores. incluyendo el humano. 


Herencia, genes y ADN 

Quiza la propiedad fundamental de todos los seres vivos es la capacidad de 
reproducirse. Todos los organismos heredan de sus progenitores la información 
genetica especificando su estructura y función. De igual forma, todas las celulas 
provienen de otras celulas preexistentes, por lo que el materia! genetico ha de 
ser replicado y transferido del progenitor a la celula hija en cada división celular 
El modo por el cual la información genetica es replicada y transmitida de celula 
a celula y de organismo a organismo representa pues una de las cuestiones 
centrales de la Biologia. Asi, !a elucidación de los mecanismos de la transmi¬ 
sión genetica y la identificación del ADN como el materiał genetico fueron des- 
cubnmientos que constituyen los cimientos de nuestro entendimiento actual de 
la biologia a nivel molecular. 


89 
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Genes y cromosomas 

Los principios geneticos clasicos fueran deducidos por Gregor Mendel en 1865, 
basandose en experimentos eon guisantes, Mendel estudió la herencia de un 
numero de rasgos bien definidos, como ef color de la semilla, y fue capaz de 
deducir las reglas generales para su transmisión. Interpretó correctamente los 
patrones de herencia observados asumiendo que cada rasgo esta determinado 
por un par de factores heredados, conocidos actualmente como genes. De 
cada progenitor se hereda una copia del gen (llamada alelo) especificando 
cada rasgo. Por ejemplo cruzando dos variedades de guisantes —una eon se- 
millas amarillas y otrą eon semillas verdes— se obtienen los siguientes resulta- 
dos (Fig, 3.1}: Las cepas progenitoras tienen cada una dos copias identicas del 
gen que especifica el color amarillo (V) o verde (y> de las semillas, respectiva- 
mente. Las plantas hijas son por lo tanto hibridos, habiendo heredado un gen 
para semillas amarillas (V) y otro para semillas verdes (y). Todas estas piantas 
hijas (la primera generación o F.) tiene semillas amarillas, porlo quese dice que 
el amarillo ( Y) es dominantę y el verde (y) recesivo. El genotipo (composición 
genetica) de los guisantes F, es entonces Yy, y su fenotipo (apariencia fisica) 
es amarillo. Si se cruza un descendiente F, eon otro, dando lugar a la genera¬ 
ción F a , los genes de las semillas amarillas y verdes se segregan de tal forma 
que la proporción entre plantas F a eon -semillas amarillas y aquellas eon semi¬ 
llas verdes es 3:1. 

Los deseubrimientos de Mendel, aparentemente por delante de su tiempo, 
fueron ignorados hasta 1900, cuando las leyes de Mendel fueron redeseubier- 
tas y se reconoció su importancia. Poco despues se propuso el papei de los 
cromosomas como portadores de genes, al evidenciar que la mayor parte de 
las celulas de plantas superiores y animales son diploides, es decir, contienen 
dos copias de cada cromosoma, Sin embargo, la formación de las celulas ger- 
minales (el espermatozoide y el óvulo) se produce a traves de un tipo caracte- 
rislico de división celular (meiosis) en el cual un unico cromosoma de cada par 
se transmite a cada celula hija (Fig. 3.2). Por lo tanto, el espermatozoide y ei 
óvulo son haploides, dado que contiene una copia de cada cromosoma. La 
unión de estas dos celulas haploides en la fertilización da lugar a un nuevo 


Cepas 

progenitoras 


Ga meto s 



Las cepas progenitoras poseen cada una dos 
copias (alelos) del gen gue codifica el color 
amarillo (Y) o verde (y) de las semillas. 



Los progenitores producen celulas 
germinales (gametos). cada una de las 
cuales contiene uno de los genes. gue 
dan lugar a la generación hlbrida F v 


Dado que Y es dominantę, todas las 
plantas de la F-, tienen semillas amarillas. 


El cruzamiento entre dos plantas F t da 
lugar a la generación F 2r eon una 
proporción caracłensttca de 3:1 entre 
fenotipos dominantę (amarillo) y recesivo 
(verde). 
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Progenitor masculino Progenitor femenino 



Las celulas diploides contienen dos 
co pi as de cada cromosoma. 


La meiosis da lugar a gametos 
haploidss que contienen un solo 
cromosoma de cada par. 


La fertitizaclón da lugar a la 
formación de un embrion diploide, 
gue contiene un cromosoma de 
cada progenitor en cada par de 
cromosomas. 


Figura 3.2 

Cromosomas duranle la meiosis y fer- 
tilización. Se ilustran dos pares de cro¬ 
mosomas de un organismo hipotetico. 


organismo diploide, que contiene ahora un cromosoma de cada par procedente 
de cada progenitor, masculino y femenino. El comportamiento de los pares de 
cromosomas se asemeja al de los genes, llevando a la conclusión de que los 
genes son transportados por los cromosomas. 

Los fundamentos de las mutaciones, ligamiento genetico y las relaciones 
entre genes y cromosomas fueron en su mayor parte establecidos en experi- 
mentos eon la mosca de la truta, Drosophila meianogaster. Drosophila se man- 
tiene eon facilidad en el laboratorio, y se reproduee cada dos semanas. lo eual 
es una considerable ventaja para experimentos geneticos. De hecho, estas ca- 
racteristicas siguen haciendo a Drosophila un organismo de elección para estu- 
dios geneticos en animales, particularmente en el analisis genetico del desarro- 
Ho y la diferenciación. 

A principios de este siglo se identificaron una serie de alteraciones geneticas 
(mutaciones) en Drosophila , afectando a caractensticas facilmente observa- 
bles como el color de los ojos o la forma de las alas. Los experimentos de 
cruzamiento indicaron que algunos de los genes responsables de estos ras- 
gos se heredan de forma independiente entre ellos, sugiriendo que estos ge¬ 
nes se localizan en diferentes cromosomas que se segregan independiente- 
mente durante la meiosis (Fig. 3.3). Otros genes, por otro lado. se heredan 
juntos como caractensticas emparejadas, Diehos genes se dice que estan 
ligados entre sf en virtud de ester iocalizados en el mismo cromosoma. El 
numero de grupos de genes ligados es el mismo que el numero de cromoso¬ 
mas (cuatro en Drosophila ), apoyando la idea de que los cromosomas son los 
portadores de los genes. En 1915, se habian definido y mapeado casi cień ge¬ 
nes en cuatro cromosomas de Drosophila , dando lugar a una aceptación gene- 
rai de la base cromosómica de la herencia. 

Genes y enzimas 

Los estudios geneticos iniciales se centraron en la identificación y localización 
cromosómica de Sos genes que controlan caractensticas facilmente observa- 
bfes t como el color de los ojos de Drosophila. Sin embargo, el modo por el que 
los genes producian los fenotipos observados era desconocido. La primera ob- 
servación de la relación entre genes y enzimas Mego en 1909, cuando se evi- 
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Dado que a mb os 
genes estan en ef 
mismo cromosoma, 
no se sępa ran entre 
ellos en la meiosis. 

Por lo tanto, la 
generación F^ produce 
sóto dos ttpos de 
gametos. 


Dado que los erom oso mas se 
segregan independientemente 
durante la meiosis. la 
generación F t da lugar a 
cuatro tipos distintos de 
gametos. 


la generación F 2 muestra sóto dos fenotipos 
-redondo/rojo y redondo/azui- eon la proporción 
3:1 earactedstica de la herencia de un gen unico. 


la generación F 2 muestra 
cuatro fenotipos distintos 
-cuadrado/rojo, cuadrado/ 
azul, redondo/rojo y 
redondo/azul- eon una 
proporción 9:3:3:1. 


Generación F 2 


(A) Segregación de dos genes hipoteticos para ta forma 
{Ala = cuadrado/redondo y Bib = rojo/azut) 


Ge p as 

progeni- 

toras 


(B) Ligamiento de dos genes locaiizados en el mismo 
cromosoma 


Generación F 2 


Gametos 


Generación F : 


i 


jGametos^ 


Cepas 

progeni- 

toras 


Figura 3 3 

Segregación y ligamiento genetico. 

(A) Segregación de dos genes hipoteti¬ 
cos para ia forma ( A/a - cuadrado/redon¬ 
do) y ef color ( B/b = rojo/azul) locaiizados 
en distintos cromosomas. (B) Ligamiento 
de dos genes locaiizados en el mismo 
cromosoma. 


denció que la enfermedad hereditaria humana fenilcetonuria (vease Medicina 
Molecular, Cap. 2) resultaba de un defecto genetico en el metabolismo del ami- 
noacido fenilaianina. Surgió la hipdtesis de que el defecto aparecia por una 
deficiencia de la enzima necesaria para catalizar alguna reacción metabólica 
implicada en el metabolismo aminoacido T llevando a la presunción generał de 
que los genes especifican la sintesis de enzimas. 

Una evidencia mas clara de la relación entre los genes y la sintesis de enzl 
mas llegó eon los experimentos de George Beadle y Edward Tatunr IJevados a 
cabo en 1941 eon ef hongo Neurospora Grassa, En ef laboratorio Neurospora 
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puede cuJtwarse en medios de cuitivo basicos o enriquecido$ similares a los 
descritos en el Capitulo 1 para e! cultivo de E,coii. Para Neurospora !os medios 
basicos contienen unicamenste sal, glucosa y biotlna; los enriquecidos se su- 
plementan eon aminoacidos, vitaminas, purinas y pirimidinas, Beadle y Tatum 
aislaron cepas mutantes de Neurospora que crecran eon normalidad en medios 
enriquecidos pero no crecian en medios basicos. Se encontró que cada mutam 
te requeriaun suplemento nutriciona! especifico, como un determinadoaminoś- 
cido, para poder crecer. Ademas se correlacionaba la necesidad de un determi- 
nado nutrlente eon la incapacidad de la cepa mutante para sintetizarlo. De este 
modo. cada mutación producia una deficiencia en una via metabólica especifi- 
ca. Dado que se sabia que estas rutas metabólicas estaban compuestas de 
enzimas, la conclusion de estos experimentos fue que cada gen codificaba la 
sintesis de una enzima unica — la hipótesis un gen-una enzima. Actualmente 
se sabe que muchas enzimas se componen de varios polipeptidos, por lo que la 
afirmación aceptada en este momento es que cada gen codifica la estructura de 
una cadena polipepHdica. 


Identificación dcl AON como cl materia! genetico 

El entendimiento de la base cromosómica de la herencia y la relación entre 
genes y enzimas no aportaron per se una explicación molecular de! gen. Los 
cromosomas contienen proteinas ademas de ADN, y se creyó inicialmente que 
los genes eran proteinas. La primera evrdencia que llevó a la identificación del 
ADN como el materiał genetico llegó de estudios en bacterias. Estos experi- 
mentos representan el prototipo de los abordajes actuales para definir la función 
de los genes basados en la introducción de secuencias de ADN en las celulas, 
como sera expuesto mas adelante en este capitulo. 

Los experimentos que definieron el papel del ADN se derivaron de estudios 
sobre la bacteria que causa la neumoma (Pneumococcus), Las cepas virulen- 
tas de Pneumococcus estan rodeadas de una capsula de polisacarido que pro- 
tege a la bacteria del ataque del sistema inmune del huesped. Dado que !a 
capsuta da a las colonias un aspecto liso en el medio de cultivo T [as cepas 
encapsuladas se denominan L. Las cepas mutantes que han perdido la capa- 
cidad de sintetizar la capsula (denominadas R) forman colonias eon el borde 
rugoso y no son letales cuando se inoculan en el ratón. En 1928 se observó 
que los ratones Inoculados eon bacterias no encapsuladas ( R) y bacterias 
encapsuladas (S) inactivadas eon calor desarrollaron neumonia y murieron. 
Conviene resenar que las bacterias aisladas en estos ratones eran del tipo S. 
Experimentos posteriores mostraron que un extracto de bacterias de tipo S 
librę de celuias era igualmente capaz de convertir (o transformar) bacterias R 
al estado S. Por lo tanto, una sustancia en el extracto S (llamado el principlo 
transformador o transformante) era responsable de inducir la transformación 
genetica de bacteria R a S. 

En 1944 Oswald Avery, Colin McLeod y Maclyn McCarty establecieron de 
forma dobie que el principlo transformador era ADN, purificandolo de extractos 
bacterianos y demostrando que su actividad desaparece tras la digestión enzi- 
mśtica del ADN y no tras la digestión enzimatica de las proteinas {Fig. 3.4). 
Pese a que estos estudios no l!evaron a la aceptación inmediata del ADN como 
el materiał genetico, fueron ampliados unos pocos ańos despues eon experi- 
mentos eon virus bacterianos En partieufar se observó que cuando un virus 
infectaba a una ceiula era preciso que el ADN viral penetrara en la celula (pero 
no las proteinas) para que el virus se replicara. Ademas, a las partfculas virales 
hijas se transmite el ADN del virus progenitor y no sus proteinas. La concurren- 
cia de estos resultados junto eon estudios posteriores de la actividad del ADN 
en la transformación bacteriana llevó a la aceptación de la idea de que el ADN 
es el materiał genetico. 
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ADN 

Cśpsula 


Bacterias 
patogśnicas L 


Bacterias no 
patogenicas R 


AON purificado 





Se ańade ADN 
purificado L a 
bacterias R 


Bacterias L 



Figura 3A 

Transferencia de información genetica por el ADN, Se extrae e! ADN de una cepa 
patogenica de Pneumococcus , rodeado de una capsuia y que forma colonias Itsas (l). Si 
se ańade este ADN purificado L a un cultivo de Pneumococcus no patogenicos, que no 
forman capsuia y que forman colonias rugosas (R), se transforman a la forma L Por lo 
tanto el ADN purificado contiene ta información genetica responsable de la transforma- 
ción de bacterias Ren U. 


Estructura del ADN 

La comprensión de ia estructura tridimensional del ADN f deducida en 1953 por 
James Watson y Francis Crick, ha sido la base para !a biologia molecular ac- 
tuaL En la epoca de los trabajos de Watson y Crick se sabia que el ADN era un 
polimero compuesto de cuatro nucleótidos —dos purinas (adenina [A] y guant- 
na [G]) y dos pirimidinas (citosina [C] y timina [J])~ unidas a azucares fosforila- 
dos. Dado e! papel central del ADN como materiał genetico, la elucidación de su 
estructura tridimensional parecia critica para entender su función. El enfoque 
de Watson y Crick del problema eśtuvo muy influenciado por la descripción de 
Linus Pauling de las uniones por puentes de hfdrógeno y la 2 -helice, un lipo 
comun de estructura secundaria de las protemas (vease el Cap. 2), Se obtuvo 
ademas información experimental sobre la estructura del ADN eon los estudios 
de cristalograffa por refraccion de rayos X llevados a cabo por Maurice Witkins y 
Rosalind Franklin. Et analisis de estos datos reveló que ei ADN es una helice 
que da un giro cada 3,4 nm, y que la distancia entre bases es de 0,34 nm, por lo 
que en cada vuelta de fa hefice hay diez bases. Un dato importante es que el 
diametro de la helice es de 2 nm, sugiriendo que esta compuesto no de una sino 
de dos cadenas de ADN. 

A partir de estos datos Watson y Crick construyeron su modelo del ADN 
(Fig. 3.5). La principal caracteristica es que se trata de una dobie helice eon el 
esqueleto azucar4osfato en et exterior de la motecula. Las bases estan en el 
interior, orientadas de tal forma que se forman enlaces de hidrógeno entre puri- 





Capitulo 3 * Fundamentos de biologia moiecular * 95 


nas y piri midi nas de cadenas opuestas. El apareamiento de [as bases es muy 
especffico: A siempre se empareja eon T y G eon C. Esta especificidad explica 
los resuitados previos de Erwin Chargaff, quien analizo la compostción de diver- 
sos ADN y encontró que la canfidad de adenina era siempre equivalente a la de 
timina, y la cantidad de citosina a la de guanina, A causa de esta especificidad 
en el apareamiento de bases las dos hebras de ADN son complementarias: 
cada hebra contiene toda la información necesaria para especificar la secuen- 
cia de bases de la otrą. 


Replicación del ADN 

El deseubrimiento de la especificidad en el apareamiento de las bases entre las 
dos hebras del ADN sugirió de forma inmediata una solucion para la cuestión de 
como el materiał genetico dirige su propia replicación —un proceso que es ne- 
cesario cada vez que la celula se divide. Se propuso que las dos hebras de Ja 
molecula de ADN se podrian separar y servir como moldes para la smtesis de 
nuevas hebras complementarias, cuya secuencia seria dictada por la especifici- 



2 nm 


EF ADN es una dobie helice eon las bases 
en el interior y el esqueleto azucar fosfato 
en el exteiior de la mole c u la. 


y 0,34 nm 


> 3,4 nm 


Figura 3.5 

Estructura del ADN. 


Las bases de Ja hebras opuestas se aparean medianie enFaces de hidrógeno entre adenina 
(A) y timina (T), y entre guanina (G) y citosina (C), Las dos hebras de ADN corren en 
direcciones opuestas, deflmdas por los grupos 5 J y 3 de las unidades de desoxirribosas 
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dad en el apareamiento de bases (Fig. 3.6). El proceso se denomina replica- 
ción semiconservativa porque una hebra de ADN progenitor se conserva en 
cada una de las dos moleculas hijas de ADN, 

En 1958 se obtuvo apoyo directo para la teoria de la replicación semiconser- 
vativa del ADN gracias a una serie de elegantes experimentos llevados a cabo 
por Matthew Meselson y Frank Stahl, en fos cuafes el ADN fue marcado eon 
isótopos que alteraron su densidad (Fig. 3.7), Se bizo crecer E. cofie n medios 
de cultivo que contenian el isótopo pesado del nitrógeno (N 15 ) en lugar del isóto- 
po normaL mas ligero (N 14 ). Consecuentemente el ADN de estas bacterias con- 
tenia N 1S y era mas pesado que el de las bacterias crecidas en N 14 , Este ADN 
pesado se podia separar del ADN que contenfa N 14 por centritugación de equili- 
brio en un gradiente de densidad de CsCI. Esta posibilidad de separar ADN 
pesado (N 15 ) de ADN ligero (N t4 ) permitió estudiar la sintesis de ADN. Se trans- 
firieron celulas de E. colią ue habian crecido en el medio eon N 15 a un medio 
que contema N M f y se les permitió replicarse una vez mas, Se extrajo su ADN 
y se analizo por centritugación en un gradiente de densidad de CsCI. Los re- 
suftados de este anślisis indicaron que todo el ADN pesado habia sido reem- 
piazado por ADN de nueva sintesis eon una densidad intermedia entre el de 
las moleculas de ADN pesada (N 1S ) y ligera (N 14 ). El significado es que durante 
la replicación las dos hebras de ADN parental pesado se separan y sirven de 



Hebra parental 
de ADN 


Hebra hija de ADN 


moldes para la sintesis de hebras hijas de ADN ligero. produciendo moleculas 
de dobie hebra de densidad intermedia. Este experimento proporcionó evi- 
dencia directa de la replicación semiconservativa del ADN, subrayando la im- 
portancia del apareamiento complementario de bases entre las hebras de la 
dobie helice. 

La capacidad del ADN para servir de molde para su propia replicación fue 
establecida mas adetante eon la demostración de que una enzima purificada de 
E. co/i (la ADN polimerasa) podia catalizar la replicación del ADN in vitro. Gon 
la presencia de ADN como molde, la ADN polimerasa era capaz de dirigir la 
incorporación de nucleótidos en una molecula del ADN compiementaria. 


Expresión de la información genetica 

Los genes actuan determinando la estructura de las protelnas, que son respon- 
sables de dirigir el metabolismo celular a traves de su función como enzimas. La 
identificación del ADN como el materiał genetico y la elucidación de su estructu¬ 
ra revelaron que la información genetica se especifica por el orden de las cuatro 


Figura 3.6 

Replicación semicońservativa del ADN. Las dos hebras de ADN pa¬ 
rental se separan. y cada una sirve como molde para la sintesis de una 
hebra hija por apareamiento complementario de bases 
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Bacterias creddas eon N 14 Bacterias crecidas enN 15 Transfarenda a N H para una división 



bases (A, C r Gy T) que constituyen la molecula de ADN. Las proteinas son 
polimeros de 20 aminoacidos, cuya secuencia determina su esiructura y función. 
La primera relación directa entre una mutación genetica y una alteración en la 
secuencia de aminoacidos de una proteina se estableció en 1957, cuando se 
deseubnó que los pacientes eon una enfermedad hereditaria denominada ane¬ 
mia de celulas falciformes poseen moieculas de hemoglobina que difieren de las 
normalesen una sola sustitución de un aminoacido. Se obtuvo un entendtmien- 
to mas profundo de la relación molecular entre ADN y proteinas tras una serie 
de experimentos que tomaron como modelos geneticos a E. coiiy sus virus. 

Colinealidad de genes y proteinas 

La hipótesis mas simple para entender la relación entre genes y enzimas era 
que el orden de los nucleótidos en el ADN especificaba el orden de aminoacidos 
en la proteina. Las mutaciones en un gen se correspondenan eon alteraciones 
en la secuencia de ADN, que resultanan de la sustitución de un nucleótido por 
otro o de la adición o deleccion de nucleótidos. Estos cambios en la secuencia 
de nucleótidos producirian los cambios correspondientes en la secuencia de 
aminoacidos de la proteina codificada por el gen en cuestión. Esta hipótesis 
predeefa que distintas mutaciones en el mismo gen alterarian distintos aminoa¬ 
cidos en la proteina codificada, y que las posiciones de las mutaciones en un 
gen se reflejarian en las posiciones de las alteraciones en los aminoacidos a lo 
largo de su producto proteinico. 

La rapidez de replicación y la simplicidad del sistema genetico de E, coli 
fueron de gran ayuda para abordar estas cuestiones. Se pueden aislar una gran 
variedad de mutantes, incluidas mutaciones nutricionales que (de igual modo 
que las mutaciones de Neurospora discutidas previamente) reguieren determi- 
nados aminoacidos para crecer. El rapido crecimiento de E. coli hizo posible el 
aislamiento y mapeo de mutaciones multiples en ei mismo gen, ilevando a la 
primera demostración de la relación lineal entre genes y proteinas. En estos 
estudios Charles Yanofsky y sus coiaboradores mapeados una serie de muta¬ 
ciones en et gen que codifica una enzima necesaria para la smtesis del aminoa- 
cido triptófano. El analisis de las enzimas codificadas por los genes mutantes 
reveló que las posiciones retativas de los aminoacidos alterados eran las mis- 
mas que las de las mutaciones correspondientes {Fig. 3.8). Por lo tanto la se¬ 
cuencia de aminoacidos en la proteina es colineal eon la de mutaciones en el 
gen, como es de esperar si el orden de nucleótidos en el ADN especifica el 
orden de aminoacidos en la proteina. 


Figura 3.7 

Demostración experimental de la repli¬ 
cación semiconservativa. Se transfie- 
ren bacterias que han sido cultivadas en 
un medio eon e! isótopo normal dei nitró- 
geno (N 14 ) a un medio que contiene un 
isótopo posado (M 15 ) y se dejan crecer du- 
rante varias generaciones. Se transfieren 
de nuevo a un medio que sóło contiene 
N 14 y se dejan crecer durante una genera- 
ción adicionaL Se extrae su ADN y se ana¬ 
liza por centrifugación de equilibrio eon 
una solución dei CsCI, el cual sedimenta 
formando un gradient® de densidad. Las 
moieculas de ADN se deposilan a una al¬ 
tu ra a la que su densidad es equivalente a 
la del CsCI. El ADN de ta bacteria crecida 
en N ir ’ que fue transferida para un unico 
ciclo en N 14 se deposita a una altura inter¬ 
media entre las dei ADN de bacterias cul- 
tivadas exclusivamente en N 4 y N 13 , Esto 
significa que es una molecula hibrida eon 
una hebra ligera y otrą pesada. 
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Figura 3,9 

Sintesis de ARN a partir de ADN, Las 

dos hebras de ADN se desenrollan, y una 
es usada como mglde para la smtesis de 
una hebra de ARN, 


Figura 3,8 

Colinealidad de gertes y proteinas. Una serie de mutaciones (puntas de flecha) fueron 
mapeadas en el gen de E coli que codifica la triptófano sintetasa (linea superior). Las 
sustitudones de aminoacidos resultantes de cada mutación fueron determinadas por se- 
cuenciación de las proteinas de la bacteria mutante (Ifnea interior). Estos anafisis revela- 
ron que el orden de las mutaciones en el ADN era el mismo que el orden de las sustituciO’ 
nes de aminoacidos en la proteina codificada. 


Papci dcl ARN mensa jer o 

Aunque la secuencia de nucleótidos en el ADN pareeia especificar el orden de 
los aminoacidos en las proteinas, eso no significaba necesariamente que el 
ADN dirigiera por si mismo la sintesis de proteinas. De hecho, no pareeia ser el 
caso, dado que el ADN se locafiza en el nucleo de las celulas eucarióticas, 
mientras que la sintesis proteinica se fleva a cabo en el citoplasma. Era necesa- 
ria otrą molecula para llevar la información genetica de! ADN a los sitios donde 
se realiza la smtesis de proteinas (los ribosomas). 

El ARN se antojaba un buen candidato para ser dicho intermediario porque 
la similitud de su estructura eon la del ADN sugeria que el ARN podia ser sinteti- 
zado a partir de un molde de ADN (Fig. 3.9). El ARN difiere del ADN en que se 
compone de una cadena unica en vez de ser de dobie cadena t sus azucares 
son ribosas en vez de desoxirribosas y contlene la base pirimidinlca uracilo (U) 
en vez de timina (T) (vease la Fig. 2.10). Sin embargo, ni el cambio de azucar ni 
la sustitución de T por U altera e! apareamiento de las bases, por lo que la 
sintesis de ARN puede ser realizada de manera directa sobre un molde de 
ADN, Ademas, dado que el ARN se localiza primanamente en el citoplasma, 
pareeia un intermediario lógico para transferir la información del ADN a los 
ribosomas. Estas caractensticas del ARN sugirieron una via para el ffujo de 
información genetica que se conoce como el dogma central de la biologia mo- 
lecular; 


ADN-* ARN —» Proteina 

De aeuerdo eon este concepto, las moleculas de ARN se sintetizan a partir de 
moldes de ADN (un proceso llamado transcripción), y las proteinas se sinteti¬ 
zan a partir de moldes de ARN (un proceso denomtnado traducción). 

La evidencia experimental sobre la intermediación del ARN postulada por el 
dogma central fue obtenida por Sidney Brenner, Franccis Jacob y Matthew Me- 
selson en estudios de £. coli infectados por el bacteriófago T4. La sintesis de 
ARN de E, co//se interrumpe tras la infección por el bacteriófago T4, despues 
de lo cual el unico ARN de nueva sintesis en bacterias infectadas es transcrito a 
partir del ADN del T4. Este ARN del T4 se une a ribosomas bacterianos, transfi- 
riendo la información del ADN al lugar donde se realiza la sintesis proteinica, 
Debido a su función como intermediarios en el flujo de información genetica, las 
moleculas de ARN que sirven de moldes para la sintesis proteinica se denomi- 
nan ARNs mensajeros (ARNm), Son transcritos por una enzmna (ARN poli- 
merasa) que cataliza la sintesis de ARN a partir de un molde de ADN. 

Aparte del ARNm, existen otros dos tipos de moleculas de ARN que son 
importantes en la sintesis proteinica. El ARN ribosómico (ARNr) es un compo- 
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nente de los ribosomas, y el ARN de transferencia (ARNt) funciona como una 
molecula adaptadora que alinea los aminoacidos a lo largo del molde de ARNm. 
La estructura y función de estas moleculas se tratan en la siguiente sección y en 
mayor detal le en fos Capifulos 6 y 7, 


Código genetico 


^Cómo se traduce la secuencia de nucleótidos del ARNm a la secuencia de 
aminoacidos de una proteina? En este escalón de la expresión genica se trans- 
fiere información genetiea entre macromolecufas qufmicamente no relaciona- 
das —acidos nucleicos y proteinas— y plantea dos nuevos problemas para en- 
tender la acción de los genes. 

Primero, dado que los aminoacidos no se relacionan estructuralmente eon 
las bases de los acidos nucleicos, el apareamiento complementario directo en¬ 
tre las bases del ARNm y los aminoacidos durante la incorporación de estos a 
las proteinas parecia imposible. ^Como se alineaban entonces los aminoacidos 
sobre el molde de ARN durante ia sintesis protemica? Esta cuestión se aclaró 
eon el deseubrimiento de que los ARNt sirven de adaptadores entre los aminoa- 
cidos y el ARNm durante la traducción (Fig, 3.10). Previamente a su utilización 
en la sintesis protemica, cada aminoacido se une a su ARNt por medio de una 
enzimaespecifica. El apareamiento de bases entre una secuencia de reconoci- 
miento del ARNt y una secuencia complementaria en el ARNm dirige al aminoa¬ 
cido a su posición correcta en el molde de ARNm. 

El segundo probiema para tradudr una secuencia de nucleótidos a una se¬ 
cuencia de aminoacidos era la determinación del código genetico. ^Cómo se 
podria transferir Ja información contenida en una secuencia nucleotidica de cua- 
tro elementos a la secuencia de 20 aminoacidos distintos que compone las pro- 
teinas? Dado que cuatro nucleótidos deben codificar 20 aminoacidos, son precu 
sos al menos tres nucleótidos para codificar cada aminoacido. Tomados 
individualmente, los cuatro nucleótidos sólopueden codificar cuatro aminoacidos, 
y tomados en parejas cuatro nucleótidos solo codifican dieciseis (4 2 ) aminoaci¬ 
dos. Sin embargo, tomados de tres en tres cuatro nucleótidos podrian codificar 
64 (4 3 ) aminoacidos distintos —mas que suficiente para los 20 aminoacidos 
existentes en las proteinas. 

La evidencia experimental directa se obtuvo en estudios eon el bacteriófago 
14, portador de mutaciones en un gen conocido detalladamente, llamado rff. 
Los fagos eon mutaciones en este gen forman placas anormalmente grandes, 
que son facilmente distinguibles de las formadas por fagos del tipo salvaje. Por 
lo tanto, fue sencillo aislar y mapear un cierto numero de estas mutaciones en el 
rfi f lo cual llevó al establecimienio de un detaliado mapa genetico de este focus . 
El estudio de las recombinaciones entre mutantes del gen rll que surgieron por 
adiciones o deleciones de nucleótidos reveló que los fagos que contenfan adi¬ 
ciones o deleciones de uno o dos nucleótidos siempre mostraban el fenotipo 
mutante, Sin embargo, los fagos que contenian adiciones o deleciones de tres 
nucleótidos eran funcionalmente del tipo salvaje (Fig. 3.11). Estos hallazgos 
sugirieron que el gen se lee en grupos de tres nucleótidos, empezando a partir 
de un punto fijo. Adiciones o deleciones de uno o dos nucleótidos alterarian el 
marco de lectura de todo el gen T llevando a la codificación de aminoacidos anor- 
males a !o largo de toda la proteina. Por el contrario, la adición o deleción de 
tres nucleótidos lleva a la adición o deleción de un solo aminoacido; el resto de 


Figura 3.10 

Función del ARN de transferencia. El ARN de transferencia sirve como un adaptador 
durante ia sintesis proteica. Cada aminoacido (p. ej,, histidina) se une al extremo 3 de un 
RN At por una enzima apropiada (una aminoacil RN At sintetasa), El RN At cargado se 
alinea sobre un molde de RN Am por complementarredad de bases. 
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Figura 3. 11 

Evidencta genetica del código de tri¬ 
pletes. Fueron estudiadas una serie de 
mutaciones que consistfan en la adición 
de u no, dos o tres nucleótidos en el gen r// 
dei bacteriófago T4. La adición de uno ó 
dos nucleótidos altera el marco de lectu ra 
de todo el resto del gen. Por lo tanto todos 
los aminoaddos son anormales y se pro- 
duce una proteina inactiva, dando lugar a 
un fago mutante. La adición de tres nu¬ 
cleótidos, por el contrario, altera un unico 
aminoacido. El marco de lectu ra del resto 
del gen es normaL y se produce una pro¬ 
teina activa que da lugar al fago de tipo 
salvaje (TS). 


Figura 3.12 

El triplete UUU codifica a la fenilalni- 

na. La traducción in viiro de un ARN 
sintetico compuesto de uracilos repetidos 
(un molde de uracilos repetidos (un moL 
de de poli-U) lleva a la sfntesis de un po- 
lipeptido compuesto unicamente porfeni- 
lalanina. 


Molde de po ILU 



Ri boso mas 
Aminoaddos 

ARNt \ Traducción 

Amtnoacil-ARNI ' in vitro 

sintentasa 

Polipeptido (Ph^)(Phe]^he)(f^ 


ADN ACG TC A TAT CCG CAT ACC GAG . . . 
Aminoacidos {Thr J^Tyr f Thrj^Glu^) 

f 

ADN ACG GTC ATA TCC GCA TAC CGAG . . 
Amin oaci dos lyQ feJ^Ser^ A la Y Ty r^A rgj 

T T 

ADN ACG GAT CAT ATC CGC ATA CCG AG . 
Aminoacidos ^ThrJfAspJ His^e^^rg^le J^Pro^) 

TTT 

ADN ACG GAC TC A TAT CCG CAT ACC GAG 
Aminoaddos (Thr / Asp '( Ser ) Tyr Y Pro Y His Y Thr ) 


Gen norma! 

Proteina activa —Fago TS 
+1 nucleótido 

Proteina inactiva —*- Mutante rfi 

+2 nucleótidos 

Proteina inactiva -—Mutante rli 

+3 nucleótidos 

Proteina activa -—Fago TS 


la secuencia aminoaefdica permanece inalterada, produciendo frecuentemente 
una proteina activa, 

El desciframiento de! código genetico se convirtió en un problema de asignar 
tripletes de nucleótidos a sus correspondientes aminoacidos. La aproximación 
al problema consisttó en el uso de sistemas in vitro que realizaran sfntesis pro- 
teinica {traducción in vitro ). Se sabia que los extractos cefulares que contie- 
nen ribosomas, aminoacidos, ARNt y las enzimas responsables de untr a los 
aminoacidos eon su correspondiente ARNt {aminoacil-ARNtsintetasas) son ca- 
paces de catallzar la incorporación de aminoacidos a las protefnas. Esta sfnte- 
sis protemica depende de la presencia de ARNm unido a los ribosomas, y se 
puede aumentar anadiendo ARNm purificado. Dado que el ARNm dirige la sfn- 
tesis protemica en estos sistemas, el código genetico podna ser descodificado 
estudiando la traducción de ARNm sintetico de secuencia conodda. 

El primero de dichos experimentos, llevado a cabo por Marshall Nirenberg y 
Heinrich Matthaei, consistió en la traducción in vitrode un poltmero de ARNm 
que unicamente contenfa uracilo (Fig. 3.12). Este molde de poli-U dirigió la in¬ 
corporación de un unico aminoacido — fenilalanina—en un polipeptido formado 
por residuos repetidos de fenilalanina. Por lo tanto el triplete UUU codifica el 
aminoacido fenilalanina. Expenmentos similares eon polimeros de ARNm com- 
puestos de un unico nucleótido establecieron que AAA codifica la lisina y CCC 
codifica la prolina. El resto del código fue descifrado utilizando polimeros de 
ARNm compuestos de mezclas de nucleótidos, llevando a la asignación de los 
64 posibles tripletes (denominados codones) (Tabla 3.1). De los 64 codones, 
61 codifican algun aminoacido; los tres restantes (UAA, UAG y UGA) son codo¬ 
nes de parada o stop que senalizan la terminación de la sfntesis protemica. El 
código esta degenerado, dado que muchos aminoactdos estan codificados por 
mas de un codón, Con pocas excepciones (discutidas en el Cap, 10), todos los 
organismos utilizan el mismo código genetico, apoyando con fuerza la concfu- 
sión de que todas las cefulas actuales han evolucionado a partir de un ancestro 
comun. 

Virus ARN y tnmscripción itwersa 

Con el esclarecimiento del código genetico, los principios fundamentales de la 
biologia molecular celuiar parecian estar establecidos. De aeuerdo con el dog- 
ma central, el materiał genetico es el ADN, que es capaz de autorreplicarse 
ademas de transcribirse a ARNm, que sirve a su vez de molde para Ja sfntesis 
protemica. Sin embargo, como fue expuesto en el Capitulo 1. muchos virus 
contienen ARN en vez de ADN como materiał genetico, fo cual implica la exis- 
tencia de otros modos de transferencia de información. 
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TABLA 3.1. El código genetico 

Primera 

posición 


Segunda posición 


Tercera 

posición 

U 

C 

A 

G 


Phe 

Ser 

Tyr 

Cys 

U 

U 

Phe 

Ser 

Tyr 

Cys 

C 

Leu 

Ser 

STOP 

STOP 

A 


Leu 

Ser 

STOP 

Trp 

G 


Leu 

Pro 

His 

Arg 

U 


Leu 

Pro 

His 

Arg 

C 

C 

Leu 

Pro 

Gin 

Arg 

A 


Leu 

Pro 

Gin 

Arg 

G 


Ile 

Thr 

Asn 

Ser 

U 


Ile 

Thr 

Asn 

Ser 

C 

A 

Ile 

Thr 

Lys 

Arg 

A 


Met 

Thr 

Lys 

Arg 

G 


Val 

Ala 

Asp 

Giy 

U 


Val 

Ala 

Asp 

Gly 

C 

G 

Vai 

Ala 

Giu 

Gly 

A 


Val 

Ala 

Glu 

Gly 

G 


Los genomas de ARN fueron descubiertos en primer lugar en virus wegeta- 
tes, muchos de los cuales se componen unicamente de ARN y proteinas. En los 
anos 50 se obtuwo evidencia directa de que el ARN actua como materiał geneti* 
co por medio de experimentos gue demostraron que el ARN purificado det wirus 
del mosaico del tabaco podia infectar nuewas celulas. dando lugar a una proge¬ 
nię de virus infectivos, El modo de replicación de la mayoria de los genomas 
virales ARN se determinó posteriormente en estudios de los bacteriófagos ARN 
de E. coli. Estos wirus codtfican una enzima especifica que cataliza la smtesis 
de ARN a partir de un molde de ARN (smtesis de ARN dirigida por ARN), utili- 
zando el mismo mecanismo de apareamiento de bases entre hebras comple- 
mentarias que se da durante la replicación del ADN o durante la transcripción de 
ARN a partir de ADN. 

Aunque la mayoria de los wirus animales, como el poliovirus o el wirus in¬ 
fluenza, se observó que se replicaban por sintesis de ARN dirigida por ARN, 
este mecanismo no parecia explicar la replicación de una familia de wirus ani¬ 
males (los wirus ARN tumorigenicos), que eran de especial interes debido a su 
capacidad de causar cancer en animales infectados. Pese a que estos wirus 
contienen ARN genómico en las particulas virales, los experimentos llevados a 
cabo por Howard Temin en los 60indicaron que se requerfa sintesis de ADN en 
las celulas infectadas para completar su ciclo witał, llewando a la hipótesis de 
que ios wirus tumorales de ARN (denominados actualmente retrowirus) se re¬ 
plicaban por medio de la sintesis de un ADN mtermediario, llamado prowirus de 
ADN (Fig. 3.13). Esta hipótesis fue recibida inicialmente eon incredulidad gene- 
ralizada dado que implica ia sintesis de ADN dirigida por ARN —una inwersión 
del dogma central de la biologia molecular—. Sin embargo, en 1970 Howard 
Temin y Dawid Baltimore deseubrieron de forma independiente que el ARN de 
los virus tumorales contenia una enzima que cataliza la smtesis de ADN desde 
un molde de ARN. Adicionalmente se obtuvo evidenciafehaciente de laexisten- 
cia de secuencias de ADN wiral en las celulas infectadas. La sintesis de ADN a 
partir de ARN, ahora denominada transcripción inversa, fue establecida como 
un nuevo modo de transferencia de información en sistemas biológicos. 
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Experimento clave 


Hipótesis del provirus de ADN 


Naturaleza del provlrus del sarcoma de Rous 

Howard M. Temin 

Laboratoria McArdle, Universidad de Wisconsin, Madison, Wl 
Monograficos de! National Cancer tnsutute. Yoiumen 17, r 964 r pags. 557-570 


Contexto 

El virus del sarcoma de Rous 
(VSFł), el primer virus inductor de 
cancer descrito, era de 
considerable interes como sistema 
experimental para el estudio de la 
biologia molecular del cancer, 
Howard Temin comenzó su 
investigación en esta area euando, 
como estudiante de graduado en 
1958 t desarrollo el primer mćtodo 
para la transformación de cćlulas 
normales en celulas cancerosas 
tras su infección por el VSR, La 
disponibiltdad de un mśtodo 
cuantitativo in vitro propordonó la 
herramienta necesaria para 
estudios posteriores de 
transformación celufar y replicación 
viral. Mientras Temin realizaba 
dichos estudios, realizó una serie 
de inesperadas observaciones que 
indicaron que la replicación de VSR 
era basicamente distinta de la del 
resto de virus ARN. Estos 
experimentos llevaron a Temin a 
proponer !a hipótesis del provirus 
de ADN r que afirmaba que el ARN 
viral se copiaba a ADN en las 
celulas infectadas-una propuesta 
que iba directamente en contra del 
universalmente aceptado dogma 
central de la biologia molecular—. 

Experimentos 

La hipótesis del provirus de ADN se 
basaba en evidencia experimental 
de diversas fuentes. 


En primer lugar T los estudios de 
transformación celular utilizando 
mutantes de VSR indicaron que la 
información genetica del virus 
determinaba importantes 
caracteristicas en las celulas 
transformadas. Esta información se 
transmitfa a las celulas hijas tras 
cada división, incluso en ausencia 
de replicación viraL Temin propuso 
que el genoma viraf estaba 
presente en las celulas infectadas 
en una forma estable y heredabie, 
que denominó provirus. 

La evidencia de que el provirus 
se compone de ADN se derivó de 
experimentos eon inhibidores 
metabóficos. La actinomicina D T 
que inhibe la sintesis de ARN a 
partir de un molde de ADN T inhibfa 
Ja producción de virus en celulas 
infectadas por el VSR (vóase la 
Figura). Porotro lado, los 
inhibidores de la sintesis de ADN 
inhibian estadios precoces de la 
infección celular por VSR. Esto 
puso de mani fiesto que se requeria 
sintesis de ADN al principio de la 
infección y sintesis de ARN dirigida 
por ADN para producir virus hijos, lo 
cual llevó a la propuesta de que el 
provirus era una copia de ADN del 
genoma ARN viral. Temin trato de 
aportar mas evidencia utilizando 
hibridación de acidos nucleicos para 
detectar secuencias virales en el 
ADN de celulas infectadas. pero la 
sensibilidad de las tecnicas 
disponibles era limitada y los datos 
no fueron convincentes. 


Impacto 

La hipótesis del provirus de ADN se 
propuso basandose en experimentos 
geneticos y en los efectos de inhibidores 
metabóticos. Era una propuesta radical 
que contradecia el aceptado dogma 

central de la biologia molecular.En este 

contexto t la hipótesis de Temin de que el 
V3R se replicaba transfiriendo su 
información de ARN a ADN no solo no 
fue aceptada por la comunidad 
crenfifica, sino que fue recibida eon 



sorna generalizada. Sin embargo Temin 
conti nuó durante los ańos 60 sus 
experimentos tratando de aportar una 
evidencia mas convincente para su 
hipótesis. Sus esfuerzos culminaron en 
1970 eon el deseubrimiento por Temin y 
Satoshi Mizutani, e independientemente 
por David Baltimore, de una enzima 
viral, conocida ahora como transcriptasa 
inversa, que sintetiza ADN a partir de un 
molde de ARN —una demostración 
btoquimica inequfvoca de que el dogma 
central podia invertirse—. 


La transcripción inversa es importante no solo en la replicación de los retro- 
virus sino tambien en al menos otros dos aspectos de la biologia molecular y 
celular. Primero, la transcripción inversa no es exdusiva de los retrovirus; ocu- 
rre tambien en las celulas y freeuentemente es responsable de la transposición 
de secuencias de ADN de una localización cromosómica a otrą, como se discu- 
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Hipótesis del provirus de ADN (continuación) 


Termin conduyó su artfculo de 1970 
eon la afirmación de que los 
resultados «constituyen una fuerte 
evrdenda de que la hipótesis del 
provirus de ADN es correcta y que 
los virus tumorales de ARN tienen 
un genoma de ADN cuando estan 
dentro de fas celulas y un genoma 
de ARN cuando estan en forma de 
viriones, Estos resultados pueden 
tener importantes implicaciones en 
la carcinogenesis de origen viral y 
poslblemente en los modelos de 
transferencia de información en 


otros sistemas biológicos». Como 
predijo Temin, el deseubrimiento de 
la sintesis de ADN dirigida por ARN 
ha llevado a importantes avances 
en el entendimiento del eśneer, los 
retrovirus humanos y el 
reordenam lento genetlco. La 
traneriptasa inversa se ha 
convertido en una herramienta 
critica para clonar el ADN, 
repercutiendo en virtualmente 
todas las areas de la biologia 
celular y molecular 
contemporanea. 



te en el Capitulo 5 Segundo, las enzimas que catalizan la smtesis de ADN 
dirigida por ARN (transcriptasas inversas) se utilizan experimentalmente para 
generar copias de ADN a partir de una molecula de ARNitl El uso de la trans- 
criptasa inversa ha permitido el estudio del ARNm de celulas eucarióticas por 
medio de los metodos moleculares de manipulación del ADN utillzados actual- 
mente, como sera expuesto en la siguiente sección. 


ADN recombinante 

Los experimentos clasicos en biologia molecular fueron llamativamente exito- 
sos en el desarrolio de los conceptos fundamentales sobre la naturaleza y ex- 



Provirus de ADN 


Infección viral 


hijas 


Integración dei ADN viral 


Transcripción inversa 


Figura 3,13 

Transcripción inversa y replicación de 
retrovirus. Los retrovirus contienen ge- 
nomas de ARN en sus particulas virales> 
Cuando un retrovirus infecta una celula 
huesped se sintetiza una copia de ADN 
del ARN viral por medio de la transcripta- 
sa inversa. Este ADN vira! se integra en ei 
ADN cromosomico del huesped para cons- 
tituir un provirus de ADN P que se transcri- 
be para dar lugar a vtrus ARN hijos. 
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presión de los genes. Dado que estos estudios se basaron en el analisis geneti- 
co, su exito dependia en gran medida en la elección como modelos de organis- 
mos simpies y de rapida replicación (como las bacterias y los virus), Sin embar¬ 
go, no estaba claro como se podnan generalizar estos principios fundamentafes 
para proporcionar un entendimiento molecular de la complejidad de las celulas 
eucarióticas, feniendo en cuenta que los genomas de la mayona de los eucario- 
tas (p. ej., el genoma humano) son hasta mi! veces mas complejos que el de E 
colil A principios de los anos 70 el panorama de estudiar dichos genomas a un 
nivel molecular era desalentador En particular, no parecia haber una manera 
de aislar y estudiar genes indmduales. 

Este obstaculo para eł progreso de la biologia molecular tue superado porel 
desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante, que proporcionó a los cienti- 
ficos la posibilidad de aislar, secuenciar y manipular genes individuales deriva- 
dos de cualguier tipo celuiar La aplicación del ADN recombinante ha permitido 
el estudio molecular detallado de la estructura y función de los genes eucarióti- 
cos, revolucionando nuestro entendimiento de fa biologia celuiar. 

Endonucleasas de restricción 

El primer paso en e! desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante fue la 
caracterlzación de las endonucleasas de restricción —enzimas que cortan el 
ADN en lugares concretos y especificos de su secuencia—. Fueron identifica- 
das en bacterias, donde aparentemente cumplen una función defensiva frente a 
la entrada en lacelulade ADN extraho (p. ej., de un virus). Las bacterias poseen 
una amplia variedad de endonucleasas de restricción que cortan el ADN en mas 
de un centenar de sifios de reconocimiento, cada uno de los cuales consiste en 
una secuencia especifioa de entre cuatro y ocho pares de bases (se muestran 
ejemplos en la Tabla 3.2). 

Dado que las endonucleasas de restricción digieren el ADN a nivel de se- 
cuencias especiflcas, pueden ser utilizadas para cortar una molecula de ADN 
en sitios unicos, Por ejemplo, la endonucieasa de restricción EcoRI reconoce 
fas secuencia de seis pares de bases GAATTC. Esta secuencia esta presente 
cinco veces en el ADN del bacteriófago /, por lo que digiere ef ADN del fago en 
seis fragmentos de entre 3,6 y 21,2 kilobases de longitud (1 kilobase o kb = 1,000 
pares de bases) (Fig. 3.14). Estos fragmentos pueden separarse segun su ta- 


TABLA 3.2. Secuencia de reconocimtento de endonucleasas 
de restricción representativas 

Enzma n 

Fuente 

Secuencia de reconoclm lento 0 

BamH\ 

Baciflus amyloliquefaciens H 

GGATCC 

EcoR\ 

Escherichia coli RY13 

GAATTC 

Hae III 

Haemophilus aegyptius 

GGCC 

Hind III 

Haemophilus influenzae Rd 

AAGCTT 

Hpa\ 

Haemophilus parainttuenzae 

GTTAAC 

Hpa II 

Haemophilus parainftuenzae 

CCGG 

MM 

Moraxeila bovis 

GATC 

Not\ 

Nocardia otitkfis-cawarum 

GCGGCCGC 

Sff\ 

Słreptomyces fimbnatus 

GGCC N NN NNGGCC 

Tagi 

Thermus aquaticus 

TCGA 


* Las enzimas se rombran segiin la especie de la que se aislaron, segurdo por un numero para dislinguirdistintas 
enzimas assladas a partii* del mismo organismo (p. ej.. Hpa\ y Hpal!). 

£ ' Las secuencias de reconocimtento muestran unicamente Ja secuencfa de una cadena del ADN de dobie cadena. 
representa cualguier base 
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La enfermedad 

El smdrome de inmunodefieiencia 
adquirida (sida) es una nueva 
enfermedad, descrita por primera 
vez en 1981. Se ha convertido en 
una pandemia a nivel mundial, eon 
mas de 47 millones de personas 
infectadas y mas de 14 millones de 
muertes por sida. En los Estados 
Unidos es la primera causa de 
muerte en fos hombres de entre 25 y 
44 ahos, Las manifestaciones 
ctmicas se derivan principalmente de 
la incapacidad del sistema inmune 
para funcionar eon normalidad. En 
ausencia de una inmunidad normal, 
fos pacientes eon sida son sensibles 
a infecciones oportunistas por 
agentes (virus, bacterias, hongos y 
protozoos) a los que un individuo 
sano es resistente, Los enfermos de 
sida sufren tambien una mayor 
incidencia de determinados tipos de 
cancer, particularmente Itnfomas y 
sarcoma de Kaposi, aunque las 
enfermedades oportunistas son 
responsables de la mayorfa de las 
muertes. 

Bases moiecuiares 
y celulares 

El sida esta causado por un 
retrovirus (ef virus de la 
inmunodeficiencia humana o VIH) 
que fue deseubierto por los grupos 
investigadores de Robert Galio y Luc 
Montagnieren 1983, El HIV infecta 
un tipo especifico de linfocito (el 
linfocito T4) que es necesano para 
una respuesta inmune normal. Al 
contrario que otros retrovirus, como 
el virus det sarcoma de Rous, el VIH 
no induce la malignización de fas 
celulas a las que infecta. El VIH 
finalmente mata fas celuias en las 
que se replica T produciendo una 
depleción de linfocitos T4 y el talio 
del sistema inmune del individuo 
afectado. Este fallo del sistema 
inmune lleva a la aparición de las 
infecciones oportunistas y de las 
neopiasias que constituyen el 
cuadro clinico de! sida. 

Prevención y tratamiento 

En el momento actual ia unica forma 
de prevenir el sida es evitar 


VIH y sida 

la infección por el VIH. El VIH es un 
virus fragil que pierde rapidamente 
su infectividad fuera del cuerpo, por 
lo que no se transmite por el 
contacto casual eon una persona 
infectada, Se puede transmitir de 
tres maneras: por contacto sexual F 
a traves de hemoderivados 
contaminados y de ia mądre al hijo 
durante el embarazo o la 
lactancia. Tras el aislamiento del 
VHI se desarrollaron test de 
screening para garantizar la 
seguridad de los concentrados de 
tactores de coaguiación y otros 
derivados sanguineos utilizados 
en las transfusiones, Prevenir la 
infección por VIH por otras vias 
depende de la minfmización de los 
riesgos individuales P eon la 
practica de sexo seguro y evitando 
fuentes de sangre contaminada, 
como las jeringuillas compartidas 
para la inyección intravenosa de 
drogas. 

Mas alfa de la modificación de los 
habitos individuales para reducir el 
riesgo de infección, la fdentificación 


del VIH como el causante del sida 
abre ciertas posibilfdades para su 
prevenctón y tratamiento. La 
busqueda de una vacuna para 
prevenir la infección por VIH se esta 
llevando a cabo de manera activa 3 
aunque deferminadas 
caracteristicas de la biologia del VIH 
hacen dificit esta vi'a. De forma 
alternatrva t el desarroiło de 
farmacos que inhiben la replicación 
viral ha proporcionado teraptas 
efectivas para los pacientes 
infectados por VIH. Estos farmacos 
actuan como inhibidores r bien de la 
transcriptasa inversa, bien de la 
proteasa del VIH, que es una 
enzima necesaria para el 
procesamiento de fas proteinas 
vira!es. Las combinaciones de 
dichos farmacos estan prolongando 
la vida de los enfermos de sida, 
aunque es necesario seguir 
trabajando para desarrollar 
farmacos que sean no solo mas 
eficaces sino ademas menos 
costosos y mas practicos para su 
uso en paises en desarrollo. 


i __ i 

Micrografia por barrido de electranes de VIH brolando de un linfocito T. CU 

(Cecil Fox / Photo Researches, Inc.) 
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Figura 3.14 

Digestión eon EcoRi y electroforesis 
del ADN del fago X. La enzima EcoRl 
corta et ADN del fago X por cinco sitios 
(flechas), produciendo seis fragmentos de 
ADN. Estos fragmentos se separan por 
electroforesis en gel de agarosa. Los frag¬ 
mentos de ADN migren hacia et etectrodo 
posilne, desplazandose eon mas rapidez 
los de menor tamańo. Tras la electrofore¬ 
sis el ADN se tine eon un pigmenfo fluo- 
rescente y se fotografia. Se indican los ta- 
mańos de los fragmentos de ADN, 


X ADN 


i I I II. 

- 48,5 kb 

^ Digestión eon EcoRl 


21,2 kb 



3,6 kb |-1 


Electroforesis en gel 


u 


Etectrodo (-) 


Migración 
del ADN 


V 

etectrodo {+) 



21,2 kb 


7.5 kb 

5,7 kb 

5.6 kb 
4 r 9 kb 


3 t 6 kb 


Fotografia 
del gel 


mano por medio de electroforesis en gel —un metodo por el que se separan 
las moleculas basandose en su velocidad de migración en un campo efectrico. 
El gel, habitualmente compuesto de agarosa o poliacniamida, se situa entre dos 
compartimentos eon electrodos en los que se dispone un tampon o buffer La 
muestra (p. ej. f la mezcla de fragmentos de ADN para ser analizados) se depo- 
sita en ranuras preformadas y se aplica el campo electrico, Los acidos nucleicos 
tienen carga negativa (debido a los reslduos fosfato de su estructura), por lo que 
migran hacia el electrodo positivo. El gel se comporta como un filtro poroso que 
retrasa la migración de los fragmentos mas grandes. Las moleculas de menor 
tamańo se mueven a traves del gel eon mayor rapidez, permitiendo la separa- 
ción de una mezcla de acidos nucleicos en función de su tamano. 

El orden de los fragmentos de restricción se puede determinar por una serie 
de metodos, obtenlendose (por ejemplo) un mapa de los sitios de corte de EcoRl 
en el ADN del fago A. Se pueden utilizar los sitios de corte de varias endonuclea- 
sas de restricción para generar mapas de restricción detallados de las mole¬ 
culas de ADN, como los genomas virales (Fig. 3,15). Es posibie aislar eon elec¬ 
troforesis fragmentos individua!es de ADN producidos por la digestión eon 
endonucleasas de restricción para su estudio posterior —incluyendo la determi- 
nación de su secuencia de bases—. De esta forma se han caracterizado los 
ADNs de muchos virus. 

La digestión eon endonucleasas de restricción por si sola no proporciona 
suficiente resolución para el analisis de moleculas de ADN mayores, como ge- 
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nomas celulares. Una endonucleasa de restricción eon una secuencia de reco 
nocimento de seis pares de bases {como la EcoRI) corta el ADN eon una fre- 
cuenciaestadfstica de un corte cada 4.096 pares de bases (1/4 6 ), Una mol ecu la 
como el ADN de A (48 t 5 kb) se podria esperar que diera unos diez fragmenfos 
EcoRI, lo cuat es consistente eon los resultados ilustrados en la Fig. 3.16. Sin 
embargo, la digestión eon endonucleasas de restricción de genomas de mayor 
tamańo proporciona resultados muy distintos. El genoma humano tiene unas 
3 x 10 G kb por lo que dana unos 500.000 fragmentos EcoRI. Un numero tan 
grandę de fragmentos no se pueden separar entre si y tras la electroforesis en 
gel de agarosa del ADN humano digerido eon EcoRI se obtiene una banda 
continua en vez de un patron discreto de fragmentos de ADN. Dado que es 
imposible aislar fragmentos de restricción individuales s la digestión eon endo¬ 
nucleasas de restricción por si misma no proporciona una fuente de ADN ho- 
mogeneo apropiado para ser estudiado. Sin embargo, se pueden obtener canti¬ 
dades suficientes de fragmentos de ADN purificado a traves de la clonación 
molecular. 

Generación de moleculas de ADN recombinante 

La estrategia basica en la clonación molecular es insertar un fragmento de 
ADN de interes (p. ej., un segmento de ADN humano) en una molecula {llamada 
vector) que es capaz de repficarse de forma independiente en una celula hues- 
ped. El resultadoes una molecula recombinante o clon molecular, compues- 
to de las secuenctas del ADN insertado y del vector. Se pueden obtener gran- 
des cantidades del ADN insertado si se permite replicarse a la molecula 
recombinante en un huesped apropiado. Por ejemplo, se pueden cionar frag¬ 
mentos de ADN humano eon el ADN del bacteriófago X de E. coli como vector 
(Fig. 3.16). Se introducen estas mol ecu las recombinantes en E. coli, donde se 
reproducen de forma eficaz produciendo millones de fagos hijos que contienen 
el ADN humano insertado. El ADN de estos fagos puede ser alslado, obtenien- 
dose grandes cantidades de moleculas recombinantes que contienen un frag¬ 
mento unico de ADN humano. Mientras que este fragmento representa el 
0.001 % del ADN genómico humano total, constituye el 10% del genoma total 
del vector. El fragmento puede ser aisiado de manera sencilla del resto del ADN 
de! vector utilizando las mismas endonucleasas de restricción usadas para su 
inserción y realizando una electroforesis en gel, permitiendo el analisis y poste- 
rior manipulación de un fragmento puro de ADN humano. 

Los fragmentos de ADN utiiizados para crear moleculas de ADN recombinan¬ 
te son generados por digestión eon endonucleasas de restricción. Muchas de 
estas enzimas cortan sus secuencias de reconocimiento de forma escalonada, 
generando extremos complementarios o cohesivos de una sola hebra que pue¬ 
den asociarse entre si por apareamiento complementario de bases (Fig. 3.17). 
Los extremos complementarios emparejados pueden conectarse de forma defini- 
tiva por medio de una ADN ligasa, una enzima que repara roturas en las hebras 
de ADN (vease Cap. 5). De esta forma dos fragmentos distintos de ADN (p. ej., 
un ADN humano y un ADN del vector /.) acondicionados tras digestión por la 
misma endonucleasa de restricción pueden ser unidos para crear una molecula 
de ADN recombinante. 


Figura 3.15 

Nfapas de restricción del ADN de l y del 
ADN del adenovirus humano 2. La lo- 

calización de los sitios de corte de BpmHI, 
EcoRI y H/ndlll se muestran en fos ADNs 
del bacteriófago / de Ecoti (48 : 5 kb) y del 
adenouirus humano 2 (35,9 kb). 
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Figura 3.16 

Generación de una molecula de ADN 
recombinante. Se inserta un fragmento 
de ADN humano en un vector de ADN 
La molecula resultante de ADN reoombL 
nante se introduce despues en E. coli, 
donde se replica para dar fagos hijos que 
contienen el fragmento insertado de ADN 
humano. 
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Figura 3.17 

Union de mo lec u las de ADN. Et ADN 

pasajero y el del vector se digieren eon 
una endonucleasa de restricción (como la 
EcoFłt), que corla en sitios escalonados 
dejando extremos complementahos de 
cadena simple. EL ADN que se desea in- 
sertar y el del vector se asocian por apa- 
reamiento complementario de bases, y la 
unión eovałente de las hebras de ADN por 
medio de una ADN ligasa produce una 
moiecula recombinante. 


ARNm i I 

i 


Se utiliza !a 
transcriptasa inversa 
para generar una copia 
de ADNc complementario 
a partir de una moiecula 
de ARNm. 



ADNc 



Se unen a los 
extremos del ADNc 
oligonucleótidos 
adaptadores o finkers 
que contienen sitios de 
corte de endonucleasas 
de restricción. 




Se tiga el ADNc al vector 
apropiado. 


Glon de ADNc 



Figura 3.18 

Clonación de ADN complementario. 
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Losfragmentos de ADN que pueden ser clonados no se limitan a aquellos que 
terminan en sitios de corte de enzimas de restricción. Es posible ańadir a los 
etfremos de cualquier f ragmento de ADN adaptadores o finkers , que son secuen- 
cias sinteticas que contienen sitios de corte de endonucleasas de restricción. Los 
adaptadores son oligonucleótidos cortos que se obtienen eon facilidad por sinte- 
sis quimica, permitiendo preparar practicamente cualquier fragmento de ADN 
para ser ligado a un vector. 

Ademas del ADN, es posible clonar tambien secuencias de ARN (Fig. 3.18). El 
primer paso es sintetizar una copia de ADN a partir del ARN por medio de la trans- 
criptasa inversa. El ADN producido (denominado ADNc porque es complementario 
al ARN utilizado como mol de) se liga al vector de ADN del modo antes descrito. 
Dado que los genes eucarióticos estan habitualmente intemimpidos por secuen¬ 
cias no codificantes (intrones; vease Cap. 4), que se eliminan del ARNm por corte y 
empalmado o splicing , la posibilidad de clonar ADNc ademas del ADN genómico 
ha sido critica para el entendimiento de la estructura y función de los genes. 


Vectores para el ADN recombinante 

Dependiendo del tamaho del ADN que se inserta y del propósito del expenmer> 
to es posible utilizar distintos vectores de clonación para generar moleculas 
recombinantes, Los sistemas mas baslcos para el aislamiento y propagación de 
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Figura 3,19 

Clonación eon bacteriófagos X como 
vectores. El vector contiene un sitio de 
restricción (p, ej,, un sitio EcoRI) para la in- 
serción de ADNc. Adicionalmente el vector 
contiene en ambos extremos de su ADN si- 
tfos cos (extremos cohesivos), que son ne- 
cesarios para empaquetar el ADN en los fa¬ 
gos. El ADN pasajero (p. ej., ADN humano) 
se liga al vector, y las molećulas recombi¬ 
nante s se empaquetan en fagos mezclan- 
dose eon proteinas virales. Los fagos re- 
combinantes se utillzan para infectar Ecofi, 
Cada fago recombinante, que contiene un 
fragmento unico de ADN clonado, forma 
una calva unica en el cultivo b arteria no in- 
fectado. La progenię del fago que contiene 
un fragmento unico de ADN se puede ais- 
lar de una calva individual y ser cultivada 
en grandes cantidades. 


ADN clonado se exponen aqui. Otros tipos de vectores desarrołlados para ex- 
presar ADN clonado e introduccir molećulas recombinantes en celulas eucarió- 
ticas se discuten en secciones posteriores, 

Los bacteriófagos X son freeuentemente utilizados como vectores para el 
aisiamiento inicial de ADN genómico o de cfones de ADNc de celulas eucarióti- 
cas (Fig. 3.21 En los vectores de clonado /. se han eliminado secuencias pres- 
cindibles del genoma viral y han sido reemplazadas por sitios de restricción 
para insertar ADN clonado. Para eonseguir un genoma recombinante que pue- 
da ser empaquetado dentro de los fagos los fragmentos de ADN que se inserten 
pueden ser de hasta 15 kb. Para aislar clones genómicos de ADN humano, por 
ejempio r se ligan fragmentos al azar de ADN humano de un tamańo medio de 
15 kb al ADN de los vectores a. Estas molećulas recombinantes de ADN se 
empaguetan dentro de particulas de fago mezciandolas eon las proteinas del l 
(denominadas extractos de empaquetam!ento) in vitro. Las particulas obtenidas 
se utilizan para infectar cultivos de E.coli, Dado que cada fago recombinante 
forma una calva unica, pueden aislarse recombinantes portadores de un unico 
ADN humano, Con metodos de hibridación de acidos nucleicos y otras tecnicas 
es posible identificar fagos recombinantes portadores de determinados genes 
de interes, como sera expuesto en la siguiente sección. 

Los ptasmidos (Fig. 3.20) son vectores que permiten una manipulación 
mas sencilla de las secuencias de ADN clonado que los fagos. Los plasmidos 
son pequehas molećulas de ADN circular que se replican en el interior de las 
bacterias de forma independiente (sin necesidad de asociarse al ADN cromosó- 
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Figura 320 

Clonación eon vectores plasmidicos. 

El vector es una peguena molecula circu- 
lar que conliene un origen de replicación 
(ori), un gen que confiere resistencia a 
ampicilina (Amff) y un sitio de restricción 
(p. ej., EccRI) que puede utilizarse para 
Insertar ADN extrańo. El ADN pasajero 
se liga al vector y los piasmidos recombi- 
n ant es son u sad os para transformar E. 
coli. Las bacterias se cultivan en un me- 
dio que contiene ampicilina, por lo que 
unicamente forman colonias las bacte¬ 
rias que contienen el plasmido y son re- 
sistentes a ampicilina. Gada colonia de 
bacterias contemendo el plasmido puede 
entonces aislarse y hacerse crecer en 
grandes cantidades, para aislar los pląs- 
midos recombinantes. 
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mico). Lo Lnico que se necesita es que en el ADN plasmidfco exista un origen 
de repNeación —la secuencia de ADN que senaliza el inicio de replicación a la 
ADN polimerasa de la celula huesped—. Los piasmidos portan genes que con- 
fieren resistencia a antibióticos {p. ej., resistencia a la ampicilina), por lo que las 
bacterias que portan los piasmidos pueden ser seleccionadas. El ADN de los 
piasmidos contiene unicamente entre 2 y 4 kb de ADN, en contraste eon las 30 a 
45 kb de! ADN de los fagos facilitando el analisis del fragmento de ADN inser- 
tado. 

Para clonar utilizando un plasmido como vector, se liga el fragmento de ADN 
que se desea insertar o pasajero a un sitio de restricción apropiado en el wector 
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y la molecula recombinante se usa para transformar un cultivo de E.coil Las 
colonias resistentes, que contienen e! plasmido, son seleccionadas. Estas bacte- 
rias poseedoras del plasmido se hacen crecer en grandes cantidades y se extrae 
su ADN. Las pequeńas moleculas drculares de ADN plasmfdico, de las que hay 
centenares de copias por bacteria, se separan del ADN cromosómico bacteriano; 
el resultado es ADN plasmidico purificado apropiado para el analisis de! fragmen- 
to insertado. 

En determinados estudios de analisis de ADN genómico es preciso clonar 
fragmentos de ADN mayores de lo que un fago / puede portar. Existen cinco 
tipos principales de vectores empleados eon este fin (Tabla 3.3). Vectores de tipo 
cósmico que acomodan insertos de aproximadamente 45 kb. Estos vectores 
contienen secuencias del bacteriófago /. que permiten e! empaguetamiento efi- 
ciente del ADN clonado en particulas de fago, Ademas, los cósmicos contienen 
ongenes de replicación y genes para la resistencia a antibióticos que son caracte- 
nsticos de los plasmidos. de modo que pueden replicarse como plasmidos en el 
interior de celulas bacterianas. Otros dos tipos de vectores se derivan del bacte- 
riófago PI, en lugar del bacteriófago /.. Los vectores derivados del bacteriófago 
PI, que permiten acomodar fragmentos de ADN de 70 a 700 kb, contienen se- 
cuendas que permiten e! empaquetamiento de moleculas recombinantes in vitro 
en particulas de fago PI para a continuación replicarse como plasmidos en E, 
coli Los vectores de tipo cromosoma artificial PI (PAC) tambien contienen 
secuencias del bacteriófago P1 T pero se introducen directamente como plasmi¬ 
dos en E. co//y pueden acomodar insertos mayores de 130 a 150 kb. Los vecto- 
res de tipo cromosoma artificial de bacteriófago (BAC) se derivan de un plas- 
mido que ocurre de forma natural en E co//(denominado el factor F). El origen de 
replicación y otras secuencias del factor F permite a los BAC replicarse como 
plasmidos estables que contienen insertos de 120 a 300 kb. Fragmentos incluso 
mayores de ADN (250-400kb) pueden clonarse en vectores de tipo cromosoma 
artificial de levadura (YAC). Estos vectores contienen ongenes de replicación 
de levaduras ademas de otras secuencias (centrómeros y telómeros, estudiados 
en el Capitulo 4) que les permiten replicarse como moleculas lineares tipo cromo¬ 
soma en el interior de celulas de levadura. 


Secuenciacióti dc ADN 

La clonación molecular de un fragmento individual de ADN permite el aislamien- 
to de las grandes cantidades de materiał genetico necesarias para su estudio 
detallado. incluyendo la determinación de su secuencia de nucleótidos. La de- 
terminación de las secuencias nucleotfdicas de un gran numero de genes ha 
permitido estudiar no solo la estructura de sus productos proteinicos, sino tam¬ 
bien las propiedades de las secuencias de ADN que regulan la expresión geni- 
ca, Ademas, las secuencias codificantes de genes de reciente deseubrimiento 
estan relacionadas freeuentemente eon las de genes previamente estudiados, y 
la función de los genes aisiados de novo se puede eon frecuencia deducir co- 
rrectamente basandose en dichas similitudes. 


TABLA 3.3. Vectores para clonar fragmentos grandes de ADN 


Vector 

Lnserto de ADN (kb) 

Celula huesped 

Cos mi dos 

30-45 

E. coli 

Bacteriófago PI 

70-100 

E> coli 

Cromosoma artificial Pi (PAC) 

130-150 

E. coli 

Cromosoma artificial bacteriano (BAC) 

120-300 

E, coli 

Cromosoma artificial de levadura (YAC) 

250-400 

Levaóura 
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Figura 3.21 

Secuenciación de ADN por el metodo 
de Sanger. Los didesox i nucleótidos, que 
carecen de los grupos OH en las posicio- 
nes 2' y 3\ se usan para interrumpir la 
sintesis de ADN en bases especificas. 
Estas molecutas se incorporan de forma 
nornnal a la hebra de ADN. Sin embargo, 
dado que carecen del OH 3 , el siguiente 
nucleótido no puede ser ańadido y se 
para la sintesis. La smtesis de ADN co- 
mienza eon un cebador o primer radioac- 
tlvo. Se llevan a cabo cuatro reacciones 
dlstintas, ca da u na eon on didesoxinu- 
cleótido mezetado eon su homólogo nor- 
mal y los otros tres nucleótidos normales. 
Cuando se incorpora el didesoxinucleóti- 
do se para la sintesis de ADN, por lo que 
ca da reacción produce una serie de frag- 
mentos que empiezan en el iniciador y 
acaban en la base sustituida por el dide- 
soxi nucleótido. Los productos de ca da 
reacción se sępa ran por electroforesis y 
se analizan por autorradiografia para de- 
termtnar la secuencia de ADN. 


Los metodos actuales de secuenciación de ADN son rapidos y precisos, y la 
determinación de una secuencia de varias kifobases es una tarea sencilla para 
la mayona de los laboratorios de biologia molecular. De este modo, es mucho 
mas facil clonar y secuenciar ADN que determinar la secuencia de aminoacidos 
de una proteina. Dado que la secuencia de nucleótidos de un gen puede trądu- 
cirse facilmente a la secuencia de aminoacidos de la proteina codificada, la 
manera mas sencilla de determinar la secuencia de una proteina es secuenciar 
un gen clonado o ADNc. 

El metodo mas comun de secuenciación de ADN se basa en la interrupción 
prematura de la smtesis de ADN por la inclusión de didesoxinucleótidos (que 
no contienen el grupo hidroxilo en 3 ) terminadores de cadena en reacciones de 
la ADN poltmerasa (Fig. 3.21). Se inicia la sintesis de ADN a partir de un inicia¬ 
dor o cebador que ha sido marcado eon un radioisótopo en su extremo 5', en 
cuatro medios a la vez. Gada medio de incubación contiene, ademas de los 
cuatro desoxirribonucleótidos trifosfato, el analogo didesoxi de uno de ellos. La 
incorporación de un didesoxinuc!eótido paraliza la sintesis porque no hay grupo 
3 f al que ahadir otro nucleótido. Se genera entonces una serie de moleculas de 
ADN marcado de distinta iongitud que contienen en el extremo 3 el analogo 
didesoxi de la base que estaba codificada. Estos fragmentos se separan por 
electroforesis segun su tamaho y se detectan por la exposición del gel a una 
pelfcula radiografica (autorradiografia). El tamaho de cada fragmento esta de- 
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ADN de simple cadena para ser secuendado 3* 


n: n n n. ro&n..non . 


Reacciones de secuenciación utllizando iniciadores marcados 
eon etiąuetas fluorescentes distinlas para cada didesoxinudeótido 
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terminado por su desoxinudeótido terminal, por to que ta secuencia de ADN se 
corresponde eon el orden de los fragmentos en et gel. 

La secuenciación de ADN a gran escala se realiza freeuentemente eon sis- 
temas automaticos, que utilizan iniciadores o cebadores fluorescentes en reac- 
eiones de secuenciación eon didesoxinucleótidos (Fig, 3,22), Las hebras de 
ADN sintetizadas se someten a electroforesis y se van pasando a traves de un 
haz de laser que excita e! marcador fluorescente. La luz emitida es detectada 
por un fotomulfipticador, y un ordenador recoge y analiza los datos. Este tipo de 
secuenciación automatica de ADN ha permitido el analisis a gran escala nece- 
sario para la determinación de la secuencia completa del genoma humano, ade- 
mas de las seeuencias del genoma de un numero de especies de bacterias, 
levaduras s Arabidopsis , C elegans , Drosophiia y el ratón. 


Figura 3.22 

Secuenciación automatica de ADN, Se 

realizan cuatro reacciones separadas de 
secuenciación, cada u na eon un didesoxi~ 
nucleótido terminador de cadena y un ce- 
bador marcado eon una etiqueta distinta, 
Los productos se juntan y se someten a 
eiectroforesis. A la vez que las hebras de 
ADN migran en el gel, pasan a traves de 
un haz de laser que excita ei marcador 
fluorescente. La luz emitida es detectada 
por un fotomultiplicador conectado a un 
ordenador que recoge y analiza los datos. 


Exp res i on de gen es donn do s 

Ademas de permitir la determinación de la secuencia de nucleótidos de los ge- 
nes — y por lo tanto ta secuencia de aminoacidos de las proteinas codificadas— 
la clonación molecular ha proporcionado nuevas posibilidades en la obtención 
de grandes cantidades de proteinas para su caracterización estructural y fun- 
cional. Muchas proteinas de interes estan presentes a muy baja concentración 
en celutas eucarióticas y por lo tanto no pueden purificarse en cantidades signL 
ftcativas por tecmeas bioąuimicas convencionales. Sin embargo una vez clona- 
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Figura 3.23 

Expresión en bacterias de genes clonados. Los vectores de 
expresión contienen (as secuencias promotoras (pro) que dirigen 
la transcripción del ADN insertado en bacterias y las secuencias 
necesarias para la unión de! ARNm a los ribosomas (secuencias 
Shine-Delgarno [SD]) Es posible expresarde forma eficiente un 
ADNc eucariotico insertado junto a estas secuencias, obtenien- 
dose prołeinas eucarióticas a partir de bacterias transformadas. 
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do su gen este probiernia puede ser solucionado eon el desarrollo de vectores 
que consigan altos niveles de expresión genetica en bacterias o celulas euca¬ 
rióticas. 

Para expresar un gen eucariótico en E. colie i ADNc de interes se clona eon 
un fago o un piasmido (denominados veetores de expresión) que contenga las 
secuencias que dirigen la transcripción y traducción del gen insertado en bacte¬ 
rias (Fig. 3.23). Los genes insertados se llegan a expresar a ntveies taies que la 
proteina codificada por el gen clonado supone el 10% del total de la producción 
de proteina bacteriana. La purificación posterior de cantidades suficientes de la 
proteina para estudios bioquimicos o estructurales es una tarea sencilla. 

En ocasiones es mas util expresar un gen clonado en una celula eucariótica, 
en lugar de hacerlo en una bacteria. Este modo de expresión es importante, por 
ejemplo, para asegurarse de que Jas modificaciones postraduccionafes de la 
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proteina (como la adición de carbohidratos o Ifpidos) se producen de forma 
normaL La expresión de proteinas en celulas eucarióticas se consigue insertan- 
do el gen clonado en un vector (habitualmente deriuado de un virus) que induce 
una expres*ón genica de alto nivel. Un sistema utilizado a menudo para expre- 
sar proteinas en celulas eucarióticas es la infección de celulas de inseeto por un 
vector baculovirus, que induce altos niveles de expresión de genes insertados 
en el lugar de una proteina estructural viral. Alternativamente es posible obtener 
altos niveles de expresión proteinica usando vectores adecuados en celulas de 
mamifero. La expresión de genes clonados en levaduras es particularmente util 
porque se pueden emplear tecnicas geneticas sencillas para identificar protei- 
nas que interactuan eon otras proteinas clonadas o eon secuencias de ADN 
especificas. 

Amplificación de ADN eon la reacción en ca den a de la polimerasa 

La clonación molecular permite producir y aislar grandes cantidades de un ADN 
en particular La reacción en cadena de la polimerasa (PCR), desarrollada 
por Kary Mullis en 1988, es un metodo a]ternativo para conseguir un gran nume- 
ro de fragmentos de materiał genetico a partir de una unica copia de ADN. 
Siempre que se conozca parte de la secuencia de la molecula de ADN, la PCR 
puede conseguir una gran amplificación del ADN por medio de reacciones lleva- 
das a cabo completamente in vitro. La ADN polimerasa se emplea para replicar 
repetidamente un segmento determinado de ADN. El numero de secuencias de 
ADN va inerementando de modo exponencial P doblandose eon cada cicfo de 
replicación, por lo que se puede obtener una cantidad sustancial de copias a 
partir de un pequeńo numero de moldes de ADN iniciałes. Por ejemplo, una 
unica molecula de ADN sometida a 30 ciclos de amplificación da lugar a 2 30 co¬ 
pias {aproximadamente mil millones). Por tanio se pueden amplificar moleculas 
unicas de ADN para producir cantidades fadlmente detectables de ADN F que 
pueden aislarse por clonación molecular o ser analizadas directamente por di- 
gestión eon endonucieasas de restricción o secuenciación de nucfeótidos. 

El proceso de amplificación de ADN por PCR se muestra en la Figura 3.24, 
EJ materiał de partida puede ser bien un fragmento de ADN clonado o una mez- 
cla de moleculas de ADN —por ejemplo, todo el ADN de celulas humanas—■ A 
partir de esta mezcla es posible amplificar una region especifica de ADN, siem¬ 
pre que conozcamos la secuencia de nucleótidos que rodea dicha region para 
poder disefiar cebadores o primers que comieneen la sfntesis de ADN en el 
punto deseado. Los cebadores son habitualmente oligonucleótidos sintetizados 
quimicamente compuestos de 15 a 20 bases de ADN. Dos iniciadores comien- 
zan la smtesis de ADN en direcciones opuestas desde hebras opuestas. La 
reacción empieza calentando el ADN diana a altas temperaturas (p. ej,, 95 C) 
lo cual separa las hebras. Se desetende la temperatura para que los cebadores 
se emparejen eon sus secuencias complementarias en las hebras del ADN, La 
ADN polimerasa utiliza los cebadores para sintetizar una nueva hebra comple^ 
mentaria sobre cada hebra de ADN preexistente. En un ciclo de amplificación 
se obtienen dos moleculas de ADN nuevas a partir de la original. El proceso se 
puede repetir multiples vece$, doblandose el numero de moleculas de ADN en 
cada ciclo de amplificación, 

Los multiples ciclos de ealentamiento y enfriamiento se llevan a cabo por 
medio de sistemas termicos programables denominados termocicladores. Las 
ADN polimerasas empieadas son enzimas termoestables de bacterias como 
Thermusaquaticus t que viven en manantiales calientes a temperaturas de unos 
75 C. Estas polimerasas son estables incluso a las altas temperaturas empiea¬ 
das para separar las hebras del ADN de dobie hebra, por lo que la amplificación 
de ADN se puede realizar de modo rapido y automatico. Es posible amplificar 
secuencias de ARN por este metodo, sintetlzando una copia de ADNc por me¬ 
dio de la transenptasa inversa preyiamente a la amplificación por PCR. 
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Figura 3.24 

Amplificación del ADN por PGR. La 

region de ADN que se desea amplificar 
esta flangueada por dos secuencias utili- 
zadas para ceber la sintesis de ADN. El 
ADN de dobie cadena inicial se calienta 
para separar las hebras y despues se en- 
fria para perm i tir que los cebadores (ha- 
bitualmente oligonudeótidos de entre 15 
y 20 bases) se unan a cada hebra de 
ADN. La ADN poiimerasa de Thermus 
aąuaticus (poiimerasa Taq) se usa para 
sinletizar nuevas hebras de ADN empe- 
zando en los cebadores, produciendose 
la formación de dos nuevas moleculas de 
ADN. El proceso se puede repetir multi- 
ples veces, consiguiendose en cada ciclo 
una amplificación del dobie de ADN. 


Si se conoce suficiente de la secuencia de una gen como para especificar 
los cebadores, la amplificación por PCR proporciona un metodo extremada- 
mente potente para obtener cantidades facilmente detectables y manipulables 
de ADN a partir de un materiał inicial que puede contener unicamente unas pocas 
copias de la secuencia de ADN deseada mezcladas eon otras muchas moleculas 
de ADN. Por ejemplo, es posible amplificar secuencias definidas de ADN de va- 
rias kilobases a partir del ADN genómico compfeto t o se puede amplificar un 
determinado ADNc partiendo del ARN celularcompleto, Despues estos segmen- 
tos de ADN amplificado pueden ser manipulados o analizados para, por ejemplo, 
detectar mutaeiones en un gen concreto. La PCR es una potente aportación al 
arsenał de tecnicas de ADN recombinante, Su patencie se pone particularmente 
de manifiesto en aplicaciones tales como el diagnósttco de enfermedades heredi- 
tarias, los estudios de la expresión genica durante el desarrolio y la medicina 
forense. 
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Detección de acidos nucleicos y proteinas 

El desarrollo de la cfonación molecuiar ha permitido el aislamiento y caracteriza- 
ción de genes individuales de celulas eucarióticas. Sin embargo, la comprensión 
de la función de los genes en las celulas precisa del analisis de la organización y 
expresión intracelular de los genes y las proteinas que codifican. En esta sección 
se discuten los procedimientos basicos disponibles para la detección de acidos 
nucleicos y proteinas. Estas tecnicas son importantes en una amplia variedad de 
estudios, incluyendo el mapeo de genes y cromosomas, el analisis de ta expre- 
sión genica y la localización de proteinas y organelas subcelulares. Estos mismos 
procedimientos generales se usan para aislar genes especificos para ser clona- 
dos. 


Hibridación de acidos nucleicos 

La clave para la detección de secuencias especificas de acidos nucleicos es el 
apareamiento de bases entre hebras complementarias de ARN o ADN. Someti- 
das a altas temperaturas (p, ej., 90 a 100 C) las hebras complementarias de 
ADN se separan (desnaturalización) dando moleculas de cadena simple. Si di- 
chas hebras desnaturalizadas de ADN se incuban en condiciones adecuadas 
(65 C) r renaturalizaran para formar moleculas de dobie cadena por apareamien¬ 
to complementario de bases — un proceso denominado hibridación de acidos 
nucleicos—. Pueden hibridar entre sf dos hebras de ADN, dos hebras de ARN y 
una de ADN eon otrą de ARN. 

La hibridación de acidos nucleicos proporciona un metodo para detectar se¬ 
cuencias de ADN o ARN complementarias a cualquier acido nucleieo conocido, 
como un genoma viral o una secuencia de ADN clonada (Fig. 3.25). El ADN 
clonado se marca radiactivamente, habitualmente siendo sintetizado en presen- 
cia de nucleótidos radiactivos. Este ADN radiactivo se utiliza como sonda para la 
hibridación de secuencias complementarias de ADN o ARN, que se detectan en 
virtud de la radioactividad de las moleculas hibridas de dobie cadena. 

La transferencia Southern o Southern bfotting {tecnica desarrollada por E, 
M. Southern) se utiliza de modo generalizado para la detección de genes especi¬ 
ficos en el ADN celular (Fig. 3,26). El ADN problema es digerido por una endonu- 
cleasa de restricción, y fos fragmentos obtenidos se separan por electroforesis. El 
gel se adhiere a un fi Et ro de nitrocelulosa o nylon, al cual se transfieren los frag¬ 
mentos de ADN, para dar una replica del gel. El filtra se ineuba posteriormente 
eon una sonda marcada, que hibrida eon los fragmentos de ADN que contienen la 
secuencia complementaria, Los fragmentos se visualizan tras exposición del filtro 
a una pelicula radiografiea. 

La transferencia Northern o Northern blotting es una variante de la tecnica 
de transferencia de Southern, utilizada para la detección de ARN en vez de ADN. 
La totalidad del ARN celular es extraida y fraccionada segun su tamano por elec¬ 
troforesis en gel. De igual forma que en la transferencia de Southern, los ARNs se 
transfieren a un filtra y se detectan por hibridación eon una sonda radiactiva> La 
transferencia de Northern se usa eon frecuencia en estudios sobre expresión 
genica —porejemplo para determinar la presencia de ARNm especificos en dis- 
tintos tipos cetutares. 

En lugar de analizar un gen cada vez s como en la transferencia Southern o 
Northern, la hibridación a microarrays de ADN permite el analisis simultaneo de 
miles de genes. A medida que se han hecho disponibles las secuencias comple- 
tas de genomas eucarioticos, la hibridación a microarrays de ADN ha permitido a 
los investigadores reatizar analisis gfobales de secuencias presentes en mues- 
tras celulares de ADN o ARN. Un microarray de ADN consiste en una lamina de 
cristal o membrana sobre la que se imprimen oligonucleótidos o fragmentos de 
ADNc por un sistema de robótica en pequehos puntos a una eievada densidad 
(Fig. 3.27). Cada punto del array consiste en un solo oligonucleótido o ADNc. Mas 
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Figura 3 25 

Detección de ADN por hibridación de 
acidos nucleicos. Puede detectarse una 
secuencia especifica entre todo el ADN 
celular por hibndación eon una sonda de 
ADN marcada radiactivamente. Se des- 
naturaliza el ADN calentandolo hasta 
95 C, obteniendose moleculas de cadena 
unica. Se anade la sonda marcada radiac- 
tivamente y se baja la temperatura hasta 
los 65 C, permitiendo que fas cadenas de 
ADN complementarias se apareen entre 
si. La sonda marcada se hibrida eon las 
secuencias complementarias del ADN ce¬ 
lular. que pueden ser detectadas enton- 
ces como moleculas radiactivas de dobie 
cadena. 
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Figura 3,26 

Transferencia Southern. Los fragmentos de ADN 
obtenidos eon una endonucleasa de restricción son 
separados mediante eleetroforesis en gel. Se identi- 
fican los fragmentos de ADN especificos por hibrida- 
ción eon una sonda apropiada. 
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de 10.000 secuencias unicas de ADN pueden ser impresas sobre un portaobjetos 
de cristal tipico para microscopia, de modo que es posible producir microarrays de 
ADN que contienen secuencias que representan a todos los genes de un genoma 
celu Sar. Tal y como se i lustra en la Figura 3.27, una de las aplicaciones mas comu- 
nes de los microarrays de ADN es para los estudios de expresión genica, por ejem- 
plo una comparación de los genes expresados por dos tipos de celulas diferentes. 
En un experimento de este tipo. las sondas de ADNc se sintetizan a partit de los 
ARNm expresados en cada uno de los dos tipos celulares (p. ej. t celulas cancero- 
sas y normales). Los dos ADNc se marcan eon coiorantes fłuorescentes diferentes 
(generalmente roje y verde), y una mezcla de los ADNc se hibrida eon un microa- 
rray de ADN en el que 10.000 o mas genes humanos estan representados como 
puntos aislados, A continuación se analiza e! array mediante el uso de un escaner 
laser de alfa resolución. y la cantidad rełativa de transcnpción de cada gen en 
las celulas cancerosas comparada eon la de las celulas normales esta indicada 
por la relación entre fluoreseencia roją y verde en cada punto del array. 

La hibridación de acidos nucleicos se emplea para detectar secuencias de 
ADN o ARN homólogas no solo en extactos celulares, sino tambien en erom oso- 
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Figura 3.27 

Microarrays de ADN. (A) Un ejempto del anafisis comparativo de la expresión genica 
entre celulas cancerosas y normales se emplea como molde para la sintesis de sondas de 
ADIMc marcadas eon diferentes colorantes fluorescentes (p. ej,, u na sonda fluorescente 
roją para el ADNc de una celula cancerosa y una verde para el ADNc de una celula nor- 
mai). Las dos sondas de ADNc se mezclan y se hibndan eon un microarray de AON que 
contiene puntos de oligonucleotidos que corresponden a 10.000 o mas genes humanos 
diferentes. El nivel re!ativo de expresión de cada gen en celulas cancerosas comparado 
eon celulas normales viene indicado por la relación entre la fluorescencia roją y verde en 
cada posición del microarray. (B) Fotografia de una porción de un microarray. 


mas o celulas intactas —un proceso denominado hibridación in situ (Fig. 3.28). 
Con esta tecnica se analiza la hibridación de sondas radiactivas o fluorescentes 
por medio del microscopio. Por ejemplo, se empfean sondas marcadas para hibri- 
dar con cromosomas intactos con el lin de identificar la region del cromosoma 
que contiene un gen determinado. La hibridación in situ puede tambien emplear- 
se para detectar ARNm especificos en los distintos tipos celulares de un tejido. 

Dctección de peąueńas cantidades de ADN o ARN por PCR 

La amplificación de ADN por medio de la reacción en cadena de la polimerasa 
es una tecnica mucho mas sensible que las transferencias de Southern o de 
Northern en la detección de secuencias de ADN o ARN ceiular. Se precisan 
aproximadamente unas 100.000 copias de una secuencia de ADN o ARN para 
ser detectada por hibridación por transferencia, mientras que la PCR puede 
ampliflcar una unica copia de ADN (o de ARN tras transcripción inversa) hasta 
niveles facilmente detectabfes. 

Comofue expuestocon antenoridad, la especificidad de la amplificación por 
PCR viene dada por la utilización de oligonucleótidos cebadores que hibridan 
con secuencias complementarias del molde de ADN. Por to tanto, la PCR puede 
ampliflcar de modo selecth/o una molecula de ADN especifica a partir de una 
mezcla compleja, como el ADN o ARN celulartotaL Es posible utilizar la amplifi¬ 
cación por PCR para detectar moleculas de ADN o ARN especificas a partir de 
cantidades muy pequehas de materiał inicial, como extractos o celulas unicas. 
Esta extraordinaria sensibtltdad ha convertido la PCR en un metodo fundamen¬ 
ta! en muchos procedimientos, Incluyendo el analisis de la expresión genica en 
celulas disponibles en limitadas cantidades. 
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Sondas de antieuerpos para protemas 

Los estudios acerca de la expresión y función genica requieren no solo la detec¬ 
ción de ADN y ARN, sino tambien de protemas especificas. En dichos estudios 
los antieuerpos ocupan el lugar de las sondas de acidos nucleicos como reac- 
tantes que interaccionan de modo selectivo con moleculas protemicas. Los anti¬ 
euerpos son proternas sintetizadas por determinadas celulas del sistema inmune 
(los linfocitos B) que reaccionan con moleculas (antigenos) que el organismo 
huesped ha reconocido como extrahas —por ejempto, la cubierta proteinica de 
un virus. Los sistemas inmunes de los vertebrados son capaces de sintetizar millo- 
nes de antieuerpos diferentes, cada uno de los cuales reconoce de forma especifi¬ 
ca un antfgeno en particular, que puede ser una proteina, un hidrato de carbono o 
una molecula no biológica. Cada linfocito produce un unico tipo de antieuerpo, pero 
los genes responsables de la codificación de antieuerpos varian de un linfocito a 


Figura 3.28 

Hibridación in situ por fluorescencia. Hibridación de los cromosomas humanos con 

sondas fluorescentes especificas para los cromosomas, que marcan cada uno de los 24 
cromosomas de un color drferente. (Cortesfa de Thomas Reid y Hesed Padilla-Nash, Na¬ 
tional Cancer Institute ). 
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otro como resultado de un proceso programado de reordenamiento genico que 
tiene lugar durante el desarrollo del ststema inmune (vease Cap. 5). Esta varia- 
ción da lugar a un amplio espectro de linfocitos eon distintos genes codificantes 
de antieuerpos, programados para responder contra distintos antigenos, 

Los antieuerpos se generan medianie la inoculación de una proteina extrana 
en un animal Por ejemplo, freeuentemente se obtienen antieuerpos contra pro¬ 
teinas humanas a partir de conejos. El suero de estos animales inmunizados 
contiene una mezcla de antieuerpos (producidos por distintos linfocitos) que 
reaccionan contra zonas distintas del mismo antigeno. Sin embargo, es posible 
obtener el mismo tipo de anticuerpo (antieuerpos monoclonales) cultivando 
lineas clonales de linfocitos B de animales inmunizados {habitualmente rato- 
nes). Dado que cada linfocito esta programado para producir un tipo unico de 
anticuerpo, una linea clona! o clon de linfocitos produce un anticuerpo monoclo- 
nal que reconoce un unico determinanta antigenico, proporcionando un reac- 
tante inmunológico de alta especificidad. 

Pueden utilizarse otros materiales para producir inmunización y sintetizar 
antieuerpos, aparte de proteinas celulares purificadas. Por ejemplo, es posible 
inmunizar animales eon celulas intactas para crear antieuerpos contra proteinas 
desconocidas expresadas por una linea celular especifica (p. ej., una celula 
neoplasica). Dichos antieuerpos se utilizan para identificar proteinas especifi- 
cas expresadas por la linea celular utilizada en la inmunización. Es freeuente 
producir antieuerpos contra proteinas expresadas en bacterias como clones re- 
combinantes. La clonación molecular permlte la obtención de antieuerpos dirigL 
dos contra proteinas eucarióticas de difici! aislamiento. Tambien es posible 
crear antieuerpos contra peptidos sinteticos de entre 10 y 15 aminoacidos, en 
vez de contra la proteina completa. Por lo tanto, una vez que se conoce la 
secuencia de un gen, se pueden producir antieuerpos dihgidos contra peptidos 
que constituyen parte de la secuencia protemica. Dado que los antieuerpos con¬ 
tra estos peptidos sinteticos habitualmente tambien reaccionan contra la proteina 
completa, es posible producir antieuerpos contra una proteina partiendo unica- 
mente de la secuencia de un gen clonado. 

Los antieuerpos pueden ser utilizados de distintas maneras para detectar 
proteinas en extractos celulares. La inmunotransferencia (tambien denomina- 
da transferencia Western o Western htotting) y la inmunoprecipitación son 
dos metodos habituaies. La transferencia Western (Fig. 3.29) es otrą variacton 
de la transferencia Southern. Las proteinas procedentes de extractos celulares 
son separadas por electroforesis en gel segun su tamańo. Dado que las protef- 
nas tienen formas y cargas electricas diferentes este proceso requtere una mo- 
dificación del metodo utilizado para la electroforesis de acidos nucleicos. Las 
proteinas se separan por una tecnica denominada electroforesis en gel de SDS- 
poliacrtlamida (SDS-PAGE. SDS-poliacrytamide gel electroforesis ), en la cual 
son disueltas en una soludón eon el detergente dodecil sulfato sódico (SDS), 
cargado negativamente. Cada proteina se une a muchas moleculas del detergen¬ 
te, que desnaturaliza y da a la proteina una carga resultante negativa. Bajo estas 
circunstancias, todas las proteinas migran hacia el electrodo positivo —estando 
sus tasas de migración unicamente determinadas (como en el caso de los acidos 
nucleicos) por el tamaho—- Tras la electroforesis las proteinas se transfieren a un 
filtro, que se incuba eon los antieuerpos que reaccionan eon la proteina de inte¬ 
res. El anticuerpo unido al filtro puede ser detectado de varias maneras, identifi- 
cando de este modo la proteina contra la cual esta dirigido e! anticuerpo. 


Figura 3.29 

Transferencia Western. Se separan las proteinas segun su łamano por electroforesis 
en gel de SDS-poliacrilamida y se transfieren desde el gel a un filtro. Se incuba el filtro eon 
un anticuerpo dirigido contra la proteina de interes. El anticuerpo unido al filtro se puede 
detectar mediante la reacción eon varios agentes, como una sonda radbactiva que se une 
al anticuerpo. 
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En la inmunoprecipitaclón los antieuerpos son utilizados para aislar las pro- 
tefnas contra las que reaccionan (Fig. 3.30). Las celulas son ineubadas eon 
amtnoacfdos radiactivos para marcar sus proteinas. Al extracto celular marcado 
se le ańade un antieuerpo, que se une a su antigeno proteinico diana. Los com¬ 
plejos antigeno-antieuerpo resultantes se aislan y se someten a electrotoresis, 
permitiendo la detección del antigeno radiactivo por auto rrad log rafia. 

Como fue expuesto en el Capitulo 1 los antieuerpos pueden ser utilizados 
para visualizar proteinas en el interior de las celulas, asi como en celulas lisa- 
das. Las celulas se tińen eon antieuerpos marcados eon pigmentos fluorescen- 
tes, tras lo cual al ser examinados eon el microscopio de fluorescencia se vlsua- 
liza la localización subcelularde las proteinas antigenicas (vease Fig. 1.28). Los 
antieuerpos pueden ser etiguetados eon marcadores visibles al microscopio 
electrónico, como metales pesados, permitiendo la visualizaclón de antfgenos a 
nivel ultraestructural. 


Figura 3,30 

Inmunoprecipitacrón. Se ineuban las 
proteinas marcadas radioactivamente eon 
un antieuerpo, que forma complejos eon fa 
proteina contra Ja cual va dirigida (el anti¬ 
geno). Estos complejos antigeno-anti- 
cuerpo se adhieren a particulas que se 
unen al antieuerpo. Se hien/e el conjunto 
para disolver los complejos antigeno-anti¬ 
euerpo, y se analizan las proteinas recu- 
peradas eon el gel de electroforesis de 
SDS-poliacrilamida. Se detecta la protei¬ 
na radioactiva que inmunoprecipitó me¬ 
dianie una autorradiograffa. 


Soiuias dc biistjuedii ett bibliołecas dc ADN rccombinante 

En la identificacion de clones molecularescon ADN celular especifico insertado 
se utilizan basicamente los mismos metodos que en la detección de acidos 
nucleicos y proteinas en exfractos celulares. Por ejemplo, se utiliza la hibrida- 
ción de acidos nucleicos para identificar clones genómicos o de ADNc que con- 
tengan secuencias de ADN para las que exlsta una sonda. El ADNc clonado en 
vectores de expresión puede tambien ser identificado eon el uso de antieuerpos 
contra las proteinas que codifique. 

El primer paso en el aislamiento de clones de genoma o de ADNc es freeuen- 
temente la creadón de una biblioteca de ADN recombinante —conjunto de 
clones que contienen todo el genoma o todas las secuencias de ARNm de un tipo 
celular (Fig. 3.33)—. Una biblioteca genómica hurnana, por ejemplo, se prepara 
cionando fragmentos al azar de ADN eon un łamano medio de 15 kb en un vector 
1 Dado que el tamańo del genoma humano es aproximadamente de 3 x 10 6 kb, 
el ADN equivalente a un genoma estaria representado por unos 200.000 clones 
de A. Sin embargo, dada la fluctuación estadistica en el muestreo, muchos ge- 
nes no estarian representados en una biblioteca de 200.000 clones recombi- 
nantes r mientras que otros genes estarian representados por varios clones. Por 
lo tanto es preferible crear blbliotecas de mayor tamano, formadas por aproxi- 
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Figura 3.31 

Busqueda por hibridación en una bi- 
blioteca recombinante. Los fragmentos 
de ADN celular son clonados en un vector 
bacteriófago / y son empaquetados en 
partrculas del fago, obteniendose una se¬ 
rie de fagos recombinantes que conti en en 
diferentes ADNs celulares insertados. Los 
fagos mfeetan bacierias, y el eultivo se cu- 
bre eon un filtro. Algunos de los fagos de 
cada ealva se transfieren al filtro, que en- 
tonces se hibrida eon una sonda marcada 
radioactivamente para identificar la płaca 
de fagos que contiene el gen buscado. En 
ese momento se puede aislar la calva de 
fagos dentro del cultivo original. 
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madamente 1 milion de fagos recombinantes, para asegurarse una alta proba- 
bilidad de que cualguier gen de interes este representado, 

Cualguier gen puede ser aislado eon facilidad a partir de dicha biblioteca 
recombinante siempre que exista la sonda correspondiente. Los fagos recombi¬ 
nantes se siembran en un cuitivo de E.coli donde cada fago se replica y produce 
una calva en la extensión de bacterias, Las calvas se transfieren a filtros de un 
modo similar a como se pasa el ADN del gel al filtro durante la transferencia 
Souihern, y los filtros son hibridados con una sonda marcada para identificar la 
calva del fago que contiene el gen buscado. Puede entonces aislarse la calva 
apropiada de la płaca original eon el fin de propagar el fago recombinante que 
porta el gen buscado, Existen procedimientos similares para expforar colonias 
bacterianas portadoras de clones de ADN plasmidicos, por lo que es posible 
aislar clones especificos por hibridación a partir de bibliotecas de fagos y de 
plasmidos. 

En la exploración de bibliotecas recombinantes se emplean varios tipos de 
sondas. Por ejemplo. se puede utilizar un ADNc como sonda para aislar el don 
genómico correspondiente, o un gen clonado de una especie (p, ej,, ratón) pue¬ 
de usarse para aislar un gen relacionado de otrą especie (p, ej., humano). Ade- 
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mas de emplear fragmentos de ADN clonado, es posible sintetizar oligonucleóti- 
dos (de entre 15 y 20 bases) que sirvan como sondas, permitiendo el aislamien- 
to de genes basandose en el uso de secuenclas aminoacidicas parciałeś de ias 
protefnas que codifican. Estos oligonucleótidos se utilizan como sondas para 
aislar elones de ADNc, que (como fue discutido previamente) son mucho mas 
faciles de secuenciar y caracterizar que la proteina misma. Es por lo tanto posi¬ 
ble proceder experimentalmente al aislamiento de un gen partiendo de una se- 
cuencia peptidica parciał. 

El uso de sondas de anticuerpos para explorar bibliotecas de expresión es 
un abordaje alternativo en el aislamiento de un gen basandose en su producto 
protefnico. En este caso se genera una biblioteca de ADNc en un vector de 
expresión que dirige la sintesis proteinica en E. coli. Las colonias bacterianas o 
las calvas de los fagos son transferidas a un filtro del modo previamente descri- 
to, pero se hace reaccionar eon un antieuerpo (como en la transferencia Wes¬ 
tern) para identificar los elones que estan produciendo la proteina buscada. 

Estos procedimientos para la identilicación de elones moleculares y la detec- 
ción de genes y productos genicos celulares ilustran la flexibilidad de la tecnolo- 
gia del ADN recombinante. Partiendo de cuatquier gen clonado, es posible no 
solo determinar su secuencia nucleotidica y utilizarlo como sonda para estudios 
de organización y transcripción genica, sino tambien expresarlo y desarrollar el 
antisuero contra la proteina que codifica. Y, a la inversa, es posible clonar ge¬ 
nes basandose en la caracterización de la proteina de interes, utilizando oligo¬ 
nucleótidos o sondas de anticuerpos. El ADN recombinante ha permitido proge- 
sar experimentalmente bien desde el ADN a la proteina o bien desde la proteina 
al ADN, proporcionando una gran versatilidad a las estrategias actualmente em- 
pleadas para el estudio de los genes en eucariotas y las protefnas que codifican. 

Función de los genes en eucariotas 

Las tecnicas de ADN recombinante descritas en las secciones previas propor- 
cionan poderosas herramientas para el aislamiento y caracterización detallada 
de los genes de las celulas eucarióticas. Sin embargo para entender la función 
de un gen es necesario analizarlo formando parte de la celula o de un organis- 
mo intacto —no simplemente como un clon molecular en una bacteria. En la 
genetica clasica la función de los genes ha sido puesta de manifiesto por las 
alteraciones en el fenotipo de los organismos mutados. La llegada del ADN 
recombinante ha anadido una nueva dimensión a los estudios sobre la función 
de los genes, dado que ha hecho posible investigar la función de un gen de 
forma directa reintroduciendo el ADN clonado en una celula eucariótica. En or¬ 
ganismos eucarióticos mas simples, como las levaduras, esta tecnica ha permi¬ 
tido el aislamiento de elones moleculares de virtualmente cualquier gen mutado. 
Existen diversos metodos para introducir genes clonados en celulas animales y 
vegetale$ en cultivo, asi como en organismos intactos, eon el fin de realizar 
analisis funcionales. Estos avances se pueden complementarcon la posibilidad 
de introducir mutaciones en el ADN clonado in vitro , aplicando el poder de las 
tecnicas de ADN recombinante a los estudios funcionales de los genes pertene- 
cientes a eucariotas mas complejos. 

Analisis genetico en levaduras 

Las levaduras son particuiarmente ventajosas para los estudios de biologia mo¬ 
lecular en eucariotas (vease Cap. 1). El genoma de la Saccharomyces cerevh 
siae, que contiene 1,2 x fO 7 pares de bases, es 200 veces mas pequenoque el 
genoma humano. Ademas las levaduras se cultivan eon facilidad, reproducien- 
dose eon un tiempo de división de unas 2 horas. Por lo tanto ofrecen las mismas 
ventajas basicas —un genoma pequeho y reproducción rapida— que las pro- 
porcionadas por las bacterias. 
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Figum 3.32 
CJonación de genes de levaduras. (A) 

Unavectorde levadura. El vector contiene 
el gen de inicio de la replicación de una 
bacteria (on) y el de resistencia a la ampi- 
cilina (Amp% permitiendo que $e propa- 
gue como un plasmido en E.cofi l Adernas, 
el vector contiene un gen de inicio de la 
replicación de levaduras y un gen marca - 
dor (LEU2), que posibilita la detección de 
la levadura transfarmada. El gen LEU2 
codifica una enzima necesaria para la sfn- 
tesis del aminoacido leucina, de forma 
que las cepas de levaduras transforma- 
das, que originalmente carecen de esta 
enzima, pueden detectarse al cultivarse y 
crecer en un medio sin leucina. (B) Aisia- 
miento de un gen de !evadura. Se identifica 
un gen de interes mediante una mutadón 
sensible a la temperatura, que consiste en 
que la levadura crezca a 25 C pero no a 
37 C. Para aislar un elan de este gen se 
transforman las ievaduras sensibles a la 
temperatura eon una bibliotece de plasmi- 
dos que contenga una serie de genes que 
abarquen todo el genoma de las levadu- 
ras. loda levadura transformada por el 
ADN del plasmido es capaz de crecer en 
un medio carente de leucina a 25 C, pero 
solo aquellas transformadas por un plas¬ 
mido que contenga la copia nomnal del 
gen de interes son capaces de crecer a 
una temperatura de 37 C. Puede aislarse 
el plasmido deseado a partir de las leva- 
duras transformadas que forman colon i as 
a la temperatura no permisiva. 
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Las mutaciones en las levaduras son tan facilmente identificables como en 
E. coli. Es sencillo. por ejemplo, aislar una levadura mutante que precise un 
aminoacido u otro nutriente en particular para crecer. Es posible adernas aislar 
!evaduras eon defectos en genes necesarios para procesos celulares funda- 
mentales (en contraste eon los defectos metabólicos) en forma de mutantes eon 
sensibitidad termica o termosensibles, Dichos mutantes codifican proteinas 
que son funcionales a una determinada temperatura (la temperatura permisiva} 
pero no a otrą (la temperatura no permisiva} t mientras que las proteinas normales 
son funcionales a ambas temperaturas. Una levadura eon una mutaaón eon sen- 
sibilidad termica en un gen esencial puede ser identificada por ser unicamente 
capaz de crecer a la temperatura permisiva. La posibilidad de aislar estos mu¬ 
tantes termo-sensibles ha permitido la identificación de los genes de la levadura 
que controlan muchos procesos celulares fundamentaies, como la sintesis y 
procesamiento del ARN, la progresión a traves del ciclo celular y el transporte 
de proteinas entre compartimentos celulares, 

El relativamente simple sistema genetico de las levaduras tambien permite la 
donación de cualquier gen mutado, simplemente basandose en su actividad fun- 
cional (Fig, 3.32). En primer Sugar se crea una biblioteca genomica de ADN nor¬ 
mal de levadura en vectores que se replican como plasmidos en las levaduras de 
igual forma que en E.colL El pequeho tamafio del genoma de la levadura implica 
que una biblioteca compieta consta de unos pocos miles de plasmidos Se em- 
plea una mezcla de estos plasmidos para transformar una levadura mutada termo- 
sensible, y las cepas que son capaces de crecer a la temperatura no permisiva son 
seleccionadas. Dichas cepas transformadas han adquirido una copia normal del 
gen buscado en el ADN plasmtdico, que puede ser entonces aislado eon facilidad 
para su caracterización posterior a partir de las levaduras transformadas. 

De este modo se han identificado los genes de levadura que codifican una 
amplia variedad de proteinas esenciales. Dichos genes aislados en levaduras 
han servido en muchos casos para identificar y clonar genes relacionados en 
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ceiulas de mamfferos. Por !o tanto, la sencilla estructura genetica de las fevadu- 
ras no solo ha propordonado un importante modelo para las ceiulas eucarióti- 
cas 5 sino que ha llevado directamente a la clonación de genes relacionados de 
eucariotas mas complejos. 


Transferencia de genes en plantas y animales 

Pese a que las ceiulas de eucariotas complejos no son susceptibles de ser 
manipuladas geneticamente de forma tan sencilla como las levaduras, ta fun- 
ción de los genes puede ser investigada eon la introducción de ADN clonado en 
ceiulas de plantas y animales. Dichos experimentos (denomlnados de forma 
generał transferencia genica) han sido de una importancia critica para aclarar 
una serie de cuestiones, como los mecanismos que regulan la expresión de los 
genes y el procesamiento de las protemas. Como sera expuesto mas adelante, 
ta transferencia genica ha permitido la identificación y caracterización de genes 
que controlan el crecimiento y diferenciación de las ceiulas animales, incluyen- 
do un cierto numero de genes que son responsables del crecimiento anormal de 
fas ceiulas neoplasicas humanas. 

La metodologia para la introducción de ADN en ceiulas animales fue desa- 
rrollada inicialmente para ADN viricos infecciosos y, por tanto, a menudo se 
denomfna transfección (una palabra derivada de trans formación + in fección) 
(Fig. 3.33). El ADN puede introducirse en ceiulas animales en cultivo mediante 
una variedad de metodos, incluyendo la microinyección directa en et nucleo 
celuiar, coprecipitación de ADN eon fosfato calcico para form ar pequenas parti- 
culas que seran internalizadas por las ceiulas, incorporación del ADN en vesi- 
culas lipidicas (liposomas) que se fusionan eon la membrana plasmatica, y 
exposición de las ceiulas a un breve pulso electrico que abre, de forma transito- 
ria s poroś en la membrana plasmatica (electroporación). El ADN internalizado 


Figura 3.33 

Introducción de ADN en ceiulas anima¬ 
les. Un gen eucariótico de interes es clo¬ 
nado en un p las m id o que contiene un 
marca do r de resistencia a un farmaco, et 
cuaf puede seleccionar las ceiulas anima¬ 
les en cultivo. Se introduce el ADN del 
plasmido en ceiulas cuEtśvadas como un 
coprecipitado de calcio y fosfato, que es 
captado y expresado por un grupo de ce- 
lulas durante unos dtas (expresión transi- 
tona). Las ceiulas transformadas de forma 
estable, en las que el ADN del plasmido 
se Integra en e! ADN cramosómicG, pue- 
den sefeccionarse por su capacidad de 
crecer en un medio que contenga el far¬ 
maco. 
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Figura 3,34 

Vectores retrovirales. El vector se compone de secuencias retrovirales clonadas en un 
plasmido que puede propagarse en E.colL El ADN extrańo se inserta en las secuencias 
vira!es, y los plasmidos recombinantes puoden ser aislados a partir de las bacterias. En este 
momento se produce la transfección eon et ADN recombinante de las ceiulas animales en 
cultiyo. El ADN es captado por una pequeńa parte de las ceiulas, que producen retrovirus 
recombinantes, los cualeś contienen el ADN insertado, Estos retrovirus recombinantes pue- 
den ser utilizados para infectarde manera eficaz nuevas ceiulas, donde el genoma viral eon 
bs genes insertados se integra en el ADN cromosómico en forma de provirus. 

por una proporción elevada de las ceiulas es transportado al nucleo, donde 
puede transcribirse durante varios dias —un fenómeno denominado expresión 
transitoria. En una proporción inferior de las ceiulas (generalmente un 1% o 
menos), el ADN extrańo se integra de forma estable en el genoma de la celula y 
se transfiere a la progenię durante ta división celular como cualquier otro gen de 
la celula. Estas ceiulas transformadas establemente pueden aislarse si el ADN 
transfectado contiene un marcador sefectivo, como la resistencia a una droga 
que inhibe el crecimiento de las ceiulas normales. Asi, cualquier gen clonado 
puede ser introducido en una celula mamifera transfiriendolo junto a un marca¬ 
dor de resistencia a una droga que puede emplearse para aislar los transfor- 
mantes estables. Los efectos de genes clonados de este modo sobre el com- 
portamiento celular —por ejemplo, crecimiento o diferenciación celular— 
pueden entonces analizarse. 

Los virus animales tambien pueden emplearse como vectores para la intro¬ 
ducción mas eficaz de ADN clonado en ceiulas. Los retrovirus son especialmen- 
te utiies en este sentido, ya que su ciclo de vida incluye una integración estable 
del ADN vrricc en el genoma de la celula infectada (Fig. 3.34}. Como conse- 
cuencia, los vectores retrovirales pueden emplearse para introducir efieazmen- 
te genes clonados en una variedad de tipos celulares, convirtiendolos en un 
vehfculo importante para una ampiia gama de aplicaciones. 

Es tambien posible introducir genes clonados en la linea germinal de un 
organismo muiticelular, posibilitando su estudio en el contexto de un animal 
intacto en lugar de en ceiulas en eultivo. Por medio de la inyección del ADN 
clonado en el pronucleo de un óvulo fertilizado se producen ratones que portan 
dichos genes extrańos (ratones transgenicos) (Fig. 3.35). Los óvu!os inyecta- 
dos se implantan en madres adoptivas y se permite su desarrollo. En una parte 
de la progenię (aproximadamente el 10%) el ADN extrano se habra integrado 
en el genoma del óvulo fertilizado y esta por lo tanto presente en todas las 
ceiulas del animal. Dado que el ADN extrano esta presente en las ceiulas germi- 
nales de igual forma que lo esta en las somaticas, al reproducirse dicho ADN se 


Figura 3.35 

Produeeión de ratones transgenicos. El ADN es inyectado en pronucleos de un óvulo 
de ratón fertilizado (los óvulos fertilizados contienen dos pronucleos, uno del óvulo y otro 
del esperma). Los óvulos inyectados se iransfieren a las madres adoptivas y se permite 
su desarrollo. Algunos de los descendientes (transgenicos) tienen incorporado en su ge¬ 
noma el ADN inyectado. 
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transmite a su descendenda como el resto de los 
genes celulares. 

Las propiedades de fas celulas mądre embrio- 
narias (CME) aportan urn medio alternativo para in- 
troducir genes clonados en ratones (Fig. 3.36). Las 
CME pueden obtenerse a parlir de embriones tern- 
pranos de ratón. Pueden ser reintroducidos en di- 
chos embriones tempranos, donde participan de for¬ 
ma norma! en el desarrollo y dan fugar a celulas en 
todos los tejidos del ratón - incluidas las celulas ger- 
minales. Es posible introducir ADN clonado en las 
CME en cultivo, sefecdonar celulas transformadas 
de forma estable y reiniroducirlas en embriones de 
ratón. Dichos embriones dan lugar a una descen- 
dencia guimerica en la que algunas celulas derivan 
de las celulas embrionarias normales y otras de las 
CME transfectadas. En algunos de estos ratones las 
CME transfectadas se incorporan a la linea germb 
nal. Con la reproducción de estos ratones se consi- 
gue que su progenię herede de forma direcfa el gen 
transfectado. 

Tambien es posible introducir ADN clonado en 
celulas vegetales. Una posibilidad e$ eliminar la pa- 
red celular, dando lugar a protoplastos rodeados uni- 
camente por una membrana plasmatica. El ADN es 
introdueido en los protoplastos por electroporación, 
de igual forma que en celulas animałeś. Alternativa- 
mente, se puede introducir ADN en celulas vegeta- 
les intactas bomba rdeandolas con microproyectiles 
(por ejempio pequeńas particulas de tungsteno) cu- 
biertos de ADN. Las particulas cubiertas de ADN se 
disparan directamente contra las celulas vegetales: 
algunas de las celulas mueren, pero otras sobrevL 
ven y se transforman de forma estable. 

A partir de virus vegetales se han desarrollado 
vectores mas eficientes para la introducción de ADN 
recombinante en celulas vegetales. Otro vehiculo de 
recrente desarrollo para la introducción de ADN clO’ 
nado en plantas es un plasmido de la bacteria Agro - 
bacterium tumefaciens (el plasmido Ti) (Fig. 3.37). 


Figura 3.36 

Introducción de genes en ratones a lraves de celulas 
mądre embrionarias. Las celulas mądre embrionarias son 
celulas cultivadas que proceden de embriones tempranos de 
ratón (blaslocistos). El ADN es introdueido en estas celulas 
en cultivo f y posteriormente se aislan las celulas mądre em¬ 
brionarias transformadas de forma estable. Se Inyectan es¬ 
tas celulas en un blastocisto receptor, donde son ca pac es de 
participaren el desarrollo norma! de! embrion. Algunos de los 
ratones hijos que se desarrollan tras la inyección de embrio¬ 
nes en m adres adoptivas contienen tan to celulas derivadas 
de las celulas mądre embrionarias transformadas como ce¬ 
lulas normales del blastocisto. Como estos ratones son mez- 
cla de dos tipos de celulas diferentes se les denomina qui- 
mericos. Pueden obtenerse descendientes que contengan ef 
gen transfectado cruzando ratones quimericos, cuyos des¬ 
cendientes tendran las celulas mądre embrionarias trans¬ 
formadas incorporadas en la estirpe germinal. 
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Figura 3.37 

Introducción de genes en celuias vegetales por medio del plasmido Ti. El plasmido 
Ti contiene la region T, que se transfiere a celuias vegetales infectadas, y los genes de 
viru!encia (vir), que actuan en la transferencia de! ADN de ta region T. En los vectores 
plasmidicos Ti, el ADN extrańo se inserta en la region T. El plasmido reeombinante se 
introduce en Agrobacteńum tumefaciens , que se utiliza para infectar celuias en cultivo. La 
region T del plasmido (portadora del ADN insertado) es transferida a las celuias vegeta!es 
y se inlegra en el ADN cromosómico. Puede generarse una planta transgenica a partir de 
estas ce I u I as t ra nsf orm ad as, 


En la naturaleza Agrobacteńum se une a las hojas de las plantas y el plasmido Ti 
se transfiere a las celuias vegetales f donde se incorpora ai ADN cromosómico. 
Los vectores desarrollados a partir del plasmido Ti proporcionan un medio eficiente 
para la introducción de ADN reeombinante en celuias vegetales susceptibles. Dado 
que muchos tipos de plantas pueden regenerarse a partir de una unica celula 
cultivada (vease Cap. 1), las plantas transgenicas se obtienen directamente de 
celuias en las que se introduce el ADN reeombinante en cultivo — un procedi- 
miento mucho mas sencillo que la obtención de animales transgenicos— 

Mutagenesis de ADN clonados 

En los estudios geneticos clasicos (p. ej M en bacterias o levaduras), la elave para 
identificar los genes y entender su función es la observación del fenotipo alterado 
de los organismos mutantes. En dichos estudios los genes mutantes son detecta- 
dos porque producen cambios fenotipicos observables —como por ejemplo cre- 
cimiento termosensible o requenmientos nutricionales especfficos— Sin embar¬ 
go, el aislamiento de genes por tecnicas de ADN reeombinante ha permitido un 
enfoque diferente de la mutagenesis. Ahora es posible mtroducir la alteración que 
se desee en un gen clonado y determinar el efecto de la mutación en función de 
los genes. Dichos procedimientos han sido denominados genetica inversa T 
dado que en primer lugar se introduce una mutación en un gen y posteriormente 
se determina su consecuencia. La capacidad de introdudr mutaciones especffL 
cas en ADNs clonados (mutagenesis tn vitro) ha demostrado ser una poderosa 
herramienta en el estudio de la expresión y función de los genes eucarióticos. 

Existen muchos procedimientos de mutagenesis in vitro para alterar genes 
clonados, que permiten la introducción de deleciones, inserciones o alteracio- 
nes de nucleótidos unicos. Un metodo habftua! de mutagenesis es el uso de 
oligonucleótidos sinteticos para generar cambios de nucleótidos en una se- 
cuencia de ADN (Fig. 3,38), En este procedimiento se emplea un oligonucleótL 
do sintetico que porta la base mutante como cebador para la sintesis de ADN. 
Las moleculas de ADN de nueva stntesis que contienen la mutación pueden, a 
continuación, ser aisladas y caracterizadas. Por ejemplo, pueden modiftearse 
aminoacidos especfficos de una proteina para poder caractenzar su papel en la 
función proteica. 

Modificaciones de esta tecnica, combinadas eon la versatilidad de otros me- 
todos de manipulación de moleculas de ADN reeombinante, pueden ser em- 
pleadas para introducir practicamente cualguier modificación deseada en un 
gen clonado. Ast, el efecto de dichas mutaciones sobre la expresión y función 
genica puede ser determinado a continuación, mediante la introducción del gen 
en el tipo celular apropiado. La mutagenesis in vitroh a permitido la caractenza- 
ción en detalle del papel funcional tanto de las secuencias regufadoras como de 
las codificantes para protemas de los genes clonados. 

Introducción de mutaciones en genes celulares 

Pese a que la transferencia de genes clonados dentro de las celuias (particular- 
mente en combinación eon mutagenesis in vifro) proporetona una poderosa he¬ 
rramienta en el estudio de la estructura y función genica, dichos experimentos 
no son capaces de definir la función de un gen desconocido en una celula u 
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organismo intactos. Las celulas utilizadas como receptoras de genes clonados 
poseen copias normales de estos genes en su ADN cromosómico, y estas copias 
normales continuan reatizando sus funciones en las celulas. Es preciso eliminar 
la actividad de las copias normales de un gen para determinar su papel biológico. 
Como veremos mas adelante, en levaduras se puede conseguir de forma senci- 
lla. En celulas de mamifero esta tarea es considerablemente mas compleja. pese 
a lo cual tenemos a nuestra disposieión distintos metodos para inactivar las 
copias cromosómicas del gen clonado o inhibiendo la funclón genica normal, 
actualmente son muy utilizados. 

La introducdón de mutaciones en los genes cromosómicos de las levaduras 
es una tarea relativamente sencilla porgue el ADN introducido frecuentemente se 
somete a recombmación homóloga eon la copia cromosómica normal del gen 
(Fig. 3.39). En la recombinación homóloga el gen clonado reemplaza al alelo 


Figura 3,38 

Mutagenesis eon olrgonucleótidos sin- 
teticos, Un oligonucleótido portador de la 
alteración deseada en una base se utiliza 
como cebador en la sintesis de ADN a 
partir de un plasmido de ADN, produciendo 
un ADN circular medianie la incubación 
eon ADN tigasa, Gon este proceso se ob- 
t i en en piasmidos en los cuales una cadena 
contiene la base normal y la otrą cade¬ 
na contiene la base mutada. La replica- 
ción de los piasmidos de AON tras la 
transformación de E. coli produce por tan¬ 
io una mezcla de piasmidos normales y 
mutantes. 
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Figura 3,39 

lnactivación genica mediante recombinación homóloga. 

Una copia mutada del gen clonado es introducida dentro de 
las celulas, El gen clonado puede sustituira la copia del gen 
normal por recombinación homóloga, obteniendose una ce¬ 
lula que transporta la mutación deseada en su ADN cromo- 
sómicp. 
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Figura 3.40 

Inhibición de la expresión genica me¬ 
dianie ARN o ADN antisentido* El ARN 

o el ADN de cadena unica antisentido 
son complementanos al ARNm de un gen 
de interes. Los acidos nu cle i cos antisen¬ 
tido forman por tanto hibridos eon los 
ARNm diana. bloqueando la traducción 
del ARNm a proteina. 


normal, por lo que las mutaciones introducidas in vitro se incorporan a la copia 
cromosómica del gen de la levadura. En el supuesto mas simple, en lugar del 
gen normal se introduce un gen inacłiuado por medio de u na mutación eon el fin 
de determinar su papel en los procesos celulares. Dado que las levaduras pasan 
a !o largo de su dolo vital por etapas haploides y diploides, es incluso posible 
inactivar y estudiar genes necesarios para el crecimiento celular. Una copia inac- 
tiva del gen se introduce en una celula dipfoide, que en adelante posee una copia 
activa y otrą inaetiva del gen de interes. Las celulas son inducidas a entrar en 
meiosis, pudiendose observar el efecto de la inactivación del gen en la progente 
haploide. 

En celulas animales la recombinación entre ei ADN transferido y su gen 
homólogo es un hecho poco freeuente, por lo que la inactivación de genes por 
este metodo es mas dificil que en levaduras. Probablemente a causa del mayor 
tamano de los genomas de las celulas de mamifero, la mayor parte del ADN 
transfectado se Integra en el genoma receptor en sitios al azar por recombina- 
oión eon secuencias no relacionadas. Sin embargo, ha stdo posible desarrollar 
metodos para seleccionar y aislar las celulas transformadas en las cuales se ha 
producido recombinación homóloga, por lo que se pueden inactivar genes en 
celulas animales por este procedimlento, Y lo que es mas importante, es factible 
inactivar genes no solo en lineas celulares somaticas, sino tambien en celulas 
mądre embrionarias (CME) en cultivo. A partir de las CME es posible generar 
ratones transgenicos y por lo tanto investigar los efectos de la inactivación de un 
gen en un animal intacto. Las funciones de centenares de genes de ratón han 
sido investigadas de este modo, siendo de especial interes los hallazgosacerca 
del papel de genes especificos en el desarrollo. 

Una alternativa a la inactivación de genes por recombinación homóloga es 
el uso de acidos nucleicos antisentido para bloguear la expresión genica 
(Fig. 3.40), Se introduce en la celula ARN o ADN de cadena simple compiemen- 
tario al ARNm del gen de interes (antisentido). El ARN o ADN antisentido hibrida 
eon e) ARNm y bloquea su traducción a proteina. Los hibridos ADN-ARN resul- 
tantes de la introducción de ADN antisentido habitualmente son degradados en 
el interior de la celula Et ARN antisentido se introduce de forma directa en la 
celula por inyección eon micropipetas, aunque es posible emplear vectores de- 
sarrollados para expresardicho ARN. El ADN antisentido estaformado general- 
mente por oligonucleótidos cortos (de unas 20 bases) que puede ser inyectado 
en las celulas, De forma alternativa, y dado que las celulas son capaces de 
captar oligonucleótidos del medio de cultivo, estos pueden ser ańadidos directa- 
mente al medio celular. 

La interferencia de ARN (ARNi) proporciona un metodo adicional, y muy 
eficaz, para interferircon la enpresión genica a nivel del ARNm (Fig. 3,41), En la 
interferencia de ARN r moleculas cortas de ARN de dobie hebra (21 a 23 nucleó- 
tidos) inducen la degradación de los ARNm complernentarios. Aungue el meca- 
nismo por el que los RNA cortos de dobie hebra inducen fa degradación de su 
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Figura 3.41 

Interferencja de ARN. Moleculas cortas de ARN 
de dobie hebra se asocian eon una ribonucleasa 
proteica. La separación de las dos hebras del 
ARN y su hibridación eon un ARNm homólogo 
dirige la nucleasa al ARNm r desencadenando la 
escisión de este ultimo. 


I Hibridación eon 
I el ARNm diana 



ARNm diana no se comprende totalmente ; parece implicar la actividad de una 
ribonucleasa que se asocia eon Jos ARN de dobie hebra y es guiada al ARNm 
diana mediante el apareamiento de bases complementarias. En un pnneipio se 
observó que el ARNi induesa una degradación eficaz del ARNm en C> eiegans t y 
su uso se ha extendido a Drosophila, Arabidopsis y, mas recientemente a celu- 
las de mamffero. 

Ademas de inactivar un gen o inducir la degradación de un RNAm, en oca- 
siones es posible interferir directamente eon la función de las protemas en el 
interior de las celułas (Fig. 3.42). Una posibilidad es inyectar antieuerpos que 
blogueen la actividad de la proteina contra la que van dirigidos. Un metodo 
alternativo es la utilización de protemas mutantes que interfieren eon la función 
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Figura 3 42 

Inhibición directa de la función protei- 
nica. Los anticuerpos inyectados pueden 
unirse a proteinas dentro de las cślulas, 
mhibiendo por tanto su función normaL 
Ademas, algunas proteinas mutantes in- 
terfieren eon la función de las proteinas 
norm a fes —por ejemplo, compitiendo 
eon las proteinas normales en la interac- 
ción eon sus moleculas diana—. 
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de su homóloga normal cuando se expresan en la misma celula —por ejemplo, 
compitiendo por la unión a su molecula diana—, Se pueden introducir por trans- 
ferencta genica ADNs clonados que codifiguen dichas proteinas {denominadas 
mutantes inhibitorios dominantes) para estudiar los efectos del bloqueo de 
genes normales. 
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RESUMEN 

HEFłENCIA, GENES Y ADN 

Genes y cromosomas : Los cromosomas son los portadores de los genes. 


Genes y enzimas: Un gen determina la secuencia de aminoaeidos de una 
cadena polipeptidica. 

Identificaclón del ADN como materiał genetico Se identiticó el 
ADN como materiał genetico gracias a experimentos de transformación bac- 
teriana, 

Estructura del ADN El ADN es una dobie helice en la que se forrnan enla- 
ces de hidrógeno entre las purinas y las pinmidinas de cadenas opuestas, 
Debido al apareamiento especffico de bases —A eon Ty G eon C— las dos 
cadenas de una molecula de ADN tienen una secuencia complementaria. 

Replicación del ADN El ADN se replica por un mecanismo semiconsen/aii- 
vo, en el que las dos cadenas se separan y cada una sirve de modelo para la 
sintesis de una nueva cadena hija. 
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EXPRESIÓN DE LA INFORMAC1ÓN GENETICA 

Colinearidad entre genes y protefnas: Ei orden de los nucleótidos en el 
ADN determina el orden de los aminoacidos en las protefnas. 

Papel del ARNmensajero El ARN mensajerofunciona como intermediario 
en el transporte de la informaclón desde el ADN hasta los ribosomas, donde 
se utiliza como molde en fa sintesis de protefnas. 

Código genetico: El ARN de transferenda o transierente se utiliza como 
adaptador entre los aminoacidos y el ARNm durante la sintesis protefnica. 
Gada aminoacido se especifica por un codón que consta de tres nucleótidos. 

Virus ARN y transcripción inversa: Se puede sintetizar el ADN a partir de 
mofdes de ARN. como fue descubierto en los retrovirus en primer lugar. 

ADN RECOMBINANTE 

Endonucleasas de restricción: Las endonucleasas de restricción cortan 
secuenctas de ADN especificas, obteniendose fragmentos definidos a partir 
de moleculas de ADN. 

Generación de moleculas de ADN recombinante : Las moleculas de ADN 
recombinante constan de un fragmento de ADN de interes ligado a un vector 
que es capaz de replicarse independientemente en una celula huesped 
apropiada. 

Vectores para ADN recombinante: Se utilizan diversos vectores para de¬ 
nar fragmentos de ADN de diferentes tamahos. 


Secuenciacion del ADN: La secuencia de nucleótidos de los fragmentos de 
ADN donados se puede determinar facilmente. 

Expresión de los genes donados Las protefnas codif icadas por los genes 
clonados pueden expresarse a gran escala tanto en bacterias como en celu- 
las eucariotas. 

Ampłificación del ADN medianie la reacción en cadena de la polimera - 

sa: la PCR permite la ampłificación y el aislamiento de fragmentos especifi- 
cos de ADN in vitro. 

DETECC1ÓN DE ACIDOS NUCLEICOS Y PROTEINAS 

Hibridación de acidos nucleicos La hibridación de acidos nucleicos per¬ 
mite detectar secuencias concretas de ADN o ARN. 


Detección de pequeńas cantidades de ADN o ARN por PCR La PCR 

constituye un metodo sensible para detectar pequeńas cantidades de mole¬ 
culas especificas de ADN o ARN. 

Anticuerpos como sondas para proteinas: los antieuerpos pueden ser utili- 

zados para detectar protefnas especificas en celulas o extractos celulares. 


Sondas para la busqueda en bibliotecas de ADN recombinante: Es posi- 
ble detectar fragmentos especfficos de ADN insertado en las bibliotecas de 
ADN recombinante por medio de la hibridación de acidos nucleicos o de las 
sondas de anticuerpos. 


dogma central, transcnpclón. 
traducción, ARN mensajero (ARNm), 
ARN polimerasa, ARN ribosómico 
(AFłNr), ARN de transferenda (ARNt) 

código genetico, traducción in vitro, 
codón 


ret rovi rus, t ra n s c ri pc ión i nversa t 
transcriptasa inversa 


endonucleasas de restricción, 
electroforesis en gel, mapa de 
restricción 

clonación molecular, vector, molecula 
recombinante, clon molecular, ligasa de 
ADN.ADNc 


plasmido, origen de fa replicación, 
cósmido, cromosoma artificial PI (PAC), 
cromosoma artificial baefceriano (BAC), 
cromosoma artificial de levadura 

d i d e sox i n u c leót ido, auto rrad iog raf i a 


vector de expresión T baculovirus 


reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) 


hibridación de acidos nucleicos, sonda, 
transferenda Southern, transferenda 
Northern, microarrays de ADN, 
hibridación in situ 


antieuerpo, antigeno, antieuerpo 
m onocion a I, i n m u notra n s f e renc i a , 
transferenda Western, 
inmunoprecipitación, electroforesis en 
gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) 

bibliotece de AON recombinante, 
biblioteca genómica, biblioteca de ADNc 



134 • Sección I * Introducción 


mutante sensible a la temperatura 


transferencia genica* transtección, 
eicpresión transitoria* liposoma, 
elecłroporación, ratón transgenico, 
celula mądre embrionaria (CME), 
piasmido Ti 

genetica inversa r mutagenesis In vitro 

recombinación homóloga, acidos 
nucleicos antisentido, interferencja de 
ARN, mutante inhlbitorio dominantę 


Preguntas 

1. Define la traducción en el contexto 
de la biologia molecular. 

2 . i One componentes deben estar pre- 
sentes para poder bacer una sintesis 
pmteica In vitro ? 

3 - ^Cómo se descubrió la primera co- 
rrespondencia de un codon eon un ami- 
noacido? 

4. ^Gue significa decir que el código 
genetico es degenerado? 

5. La adtción o deleción de uno o mas 
nucleótidos en la parte codificante de un 
gen produce una proteina afuncional, 
mientras que la adtción o deleción de tres 
nucleótidos a men udo produce una pro¬ 
teina eon una función casi normaL Exp!f- 
cało. 

6 - Describe las caracteristicas que 
debe poseer un cromosoma artifidal de 
levaduras para clonar un fragmento de 


FUNCIÓN GENETICA EN EUCARIOTAS 

Anaiisis genetico en ievaduras La sencillez de su genetica y la rapida 
replicación de las levaduras facilita la cionación molecular de cualquier gen 
que corresponda a una mutación de la levadura. 

Transferencia genica en plantas y animaies Los genes clonados pueden 
ser introducidos en celulas eucanotas complejas y en organismos multicelu- 
lares para su analisis funcionaL 


Mutagenesis de ADN cionado: La mutagenesis in vitro del ADN clonado 
sirve para estudiar el efecto de las mutaciones en la función genica, 

Introducción de mutaciones en genes cetuiares : Pueden introducirse 
mutaciones en las copias de genes cromosómicos mediante la recombina¬ 
ción homóloga eon secuencias de ADN clonado. Ademas, se puede blo- 
quear la expresión o función de productos genicos especificos mediante aci¬ 
dos nucleicos antisentido o eon mutaciones inhibitorias dominantes. 


ADN humano cortado eon FcoRI en le- 
vadura. 

7* ^Por que resulta tan util la reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR)? 

8 , £Que diferencia existe entre una bi¬ 
bliotece genómica y una biblioteca de 
ADNc? 

9, Esta estudiando una enzirna en la 
cual existe un residuo de cistę i na activo 
que esta codificado por el triplete UGU. 
^Cómo afectaria a la función enzimatica 
la mutación de la tercera base por una C? 

la mutación por una A? 

10 , La digestión de una molecula de 
ADN de 4 kb eon EcoH\ produce dos 
fragmentos de 1 kb y 3 kb cada uno. La 
digestión de la misma mofecula eon Hind\\\ 
proporciona fragmentos de 1,5 kb y 2,5 kb. 
Por ultimo, tras la digestión combi na da eon 
EcoRI y HindiU se obtienen fragmentos de 


0,5 kb, 1 kb y 2,5 kb. Dibuje el mapa de 
restricción indicando la posición de los 
puntos de corte de EcoRI y HMII. 

11. Comenzando eon ADN de un solo 
espermatozoide, ^cuantas copias de una 
secueneia genica especffica se conse- 
gul ran despues de 10 ciclos de amplifica- 
ción eon PCR? tras 30 ciclos? 

12. Ha clonado un ADNc de función 
desconocida. ^Cómo determinana expe- 
rimentalmente la localización subcelular 
de la proteina que codifica? 

13. Esta i nteresado en identif icar los re- 
siduos de aminoacidos importantes para 
la actividad catalitica de una enzirna. 
Asumiendo que dispone de un clon del 
ADNc, ćąue estrategias experimentales 
empleana? 
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OMO MATERIAŁ GENETICO, EL ADN PROPORCIONA UN PATRON que dihge tOdaS 



las actmdades celulares y determina el plan de desarrollo de los organis- 


mos multicelulares. Por lo tanto, entender la estructura genetica y su fum 
ción resulta fundamenta! para obtener una visión de la biologia molecular de las 
celulas. El desarrollo de la clonacion de genes ha supuesto un gran paso hacia 
estos objetivos, permitiendo a los cientificos diseccionar genomas eucariotas 
complejos y probar las funciones de los genes eucarióticos. Los continuados 
avances en la tecnologia recombinante del ADN nos conducen hasta el inquie- 
tante momento de determinar las secuencias de genomas completos, acercan- 
donos a descifrar las bases geneticas del comportamiento celular. 

Tai y como se repasó en el Capitulo 3, las aplicaciones inidales del ADN 
recombinante estuvieron dirigidas ai aislamiento y anallsis de genes individua- 
les. Recientemente, se ha conseguido secuenciar genomas enteros —no solo 
en bacterias y levaduras, sino tambien en los complejos genomas de plantas y 
animales, incluyendo a humanos—. En la actualidad se conocen secuencias 
genicas completas de diversas bacterias, levaduras y genomas animales proto- 
tipicos “los del nematodo C. elegans y el de la mosca de la truta DrosophHa 
mełanogast&r—. Tambien se han producidcs progresos im porta ntes en la de- 
terminación de la secuencia genica humana, cuyo finał se espera en un futuro 
próximo. Las secuencias de estos genomas celulares completos aportan una 
ricafuente de informaeión, incluyendo la identificación de muchos genes desco- 
nocidos hasta ahora, El resultado de estos proyectos de secuenciación de ge¬ 
nomas se espera que estimulen muchos ahos de investigación en la biologia 
molecular y celular, y tener un profundo impacto sobre nuestra comprensión y 
tratamiento de enfermedades humanas. 

Complejidad de los genomas de eucariotas 

Los genomas de la mayoria de los eucariotas son grandes y mas complejos que 
los de procariotas (Fig. 4.1). El gran łamano de los genomas eucariotas no re¬ 
sulta sorprendente, puesto que uno debe esperar encontrar mas genes en orga- 
nismos que son mas complejos. Sin embargo, el tamaho del genoma de mu¬ 
chos eucariotas no parece estar relacionado eon la complejidad genetica. Por 
ejemplo, los genomas de las salamandras y lirios contienen diez veces mas 
cantidad de ADN que la encontrada en el genoma humano, y estos organismos 
no son diez veces mas complejos que los humanos. 


139 
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Figura 4. 7 

łamano del genoma. La vari@dad de ta- 
mańos de los genomas de los grupos re- 
presentativos de organismos se muestra 
en una escala fogantmica. 
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Esfa aparente paradoja se resolvio por el descubrimrento de que los geno¬ 
mas de la mayoria de las celulas eucariotas contienen no solo genes funciona- 
les sino tambien grandes cantidades de secuencias de ADN que no codifican 
proteinas. La diterencia de tamańos entre los genomas de la salamandra y del 
hombre refleja grandes cantidades de ADN no codificante, en fugar de mas 
genes, en el genoma de la salamandra. La presenda de grandes cantidades de 
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secuencias no codificantes es una propiedad universal de los genomas de los 
eucariotas complejos. Por tanto, el hecho de que el genoma humano es mil 
veces mayor en comparación eon el de E. coli no solose debea un gran numero 
de genes. Se cree que el genoma humano contiene aproximadamente 100.000 
genes-alrededor de 25 veces mas de los que contiene E. coli. Gran parte de la 
complejidad de los eucariotas humanos resulta de la abundancia de varios tipos 
diferentes de secuencias no codificantes, que constituyen la mayoria del ADN 
de las celulas eucariotas superiores. 

Intrones y exoties 

En terminos moleculares. un gen puede definirse como un segmento de ADN 
que se expresa para dar un producto funcional, que puede ser un ARN {p. ej„ 
ribosómico y transferente) o un polipeptido, Algunos ADN no codificantes en 
eucariotas representan largas secuencias de ADN que residen entre genes {se¬ 
cuencias espaciadoras). Sin embargo, tambien se eneuentran grandes canti- 
dades de ADN no codificante dentro de la mayoria de los genes eucariotas. 
Tales genes presentan una estructura dividida en la que los segmentos de se- 
cuencia codificante (llamados exones) estan separados por secuencias no co¬ 
dificantes (secuencias intermedias, o intrones) (Fig. 4.2). El gen completo se 
transcribe para producir una molecula larga de ARN en la que los intrones se 
han retirado medianie splicing o em pal mes, por lo que solo los exones se en¬ 
euentran incluidos en el ARNm. Aunque la mayorfa no tienen una función cono- 
cida, representan una fracción sustancial de ADN en los genomas de los euca¬ 
riotas superiores. 

Los intrones se deseubrieron porprimera vez en 1977, en los laboratorios de 
Phillip Sharp y Richard Roberts independientemente, durante el estudio de la 
replicación de los adenovirus en cuitivos de celulas humanas. Los adenovirus 
resultan ser un modelo litil para el estudio de la expresión genica, debido a que 
el genoma viral ocupa alrededor de 3,5 x 10 4 pares de bases y porque los 
ARNm de los adenovirus se producen a niveles muy altos en las celulas infecta- 
das. Uno de los metodos para describir los ARNm de los adenovirus consistió 
en determlnar las localizaciones de los correspondientes genes virales median- 
te el examen de los hibridos de ARN-ADN en el microscopio electrónico. Debido 
a que los hibridos de ARN-ADN se distinguen de los ADN de una sola hebra, es 
posible determinar las posiciones de los transcritos de ARN en una molecula de 
ADN. Sorprendentemente, tales experimentos revelaron que los ARNm de los 
adenovirus no hibridan eon una sola region del ADN viral (Fig. 4.3). En su lugar, 
una sola molecula de ARNm hfbrida eon diversas regiones separadas del geno¬ 
ma viral. Por tanto, e! ARNm del adenovirus no corresponde a un transcrito 
ininterrumpido de la hebra molde de ADN: sino que el ARNm se compone de 
bloąues distintos de secuencias que proceden de diferentes partes del ADN 
viral. Se demostró que esto se debla al splicing o empalme del ARN, que se 
discutira en detalle en e! Capitulo 6. 

ADN erom oso mi co 


Figura 4.2 

Estructura de los genes eucariotas. La 

mayoria de los genes eucariotas contienen 
segmentos de secuencias codificantes 
(exones) interrumpidas por secuencias no 
cod if te ad o ras (intrones). Los exones e in¬ 
trones se transcriben para producir un 
ARN transcrito primario largo. Despuśs los 
intrones se desprenden mediante splicing 
o empalme paraformar el ARNm maduro. 
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Experimento clave 


Descubrimiento de los intrones 


Spliclng o empalme de segmentos en el extremo 5' de! ARNm tardfo 
del adenovirus 2 

Susan M, Berget Ciaire Moore, y Phillip A. Sharp 

Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, Massachusetts 
Proceedings of the National Academy of Science USA. Volume 74. 1997 r pśgs. 3.171-3J75 


Contexto 

Anterior a Ja clonación molecular, 
se sabfa poco sobre la sintesis del 
ARNm en las celulas eucariotas. 
Sin embargo, estaba claro que el 
proceso era mucho mas complejo 
en eucariotas que en bacterias. La 
sintesis de ARNm de eucariotas 
parece necesitar no solo ia 
transcripción, sino tambien 
reacciones de procesamiento que 
modifican la estructura de los 
transcritos primarios. Es mas, Jos 
ARNm eucariotas paredan 
sintetizarse como transcritos 
primarios largos, localizados en el 
nucteo, que fuego son escindidos 
para dar lugar a moleculas de 
ARNm mucho mós cortas que se 
exportan al cttoplasma, 

Estos pasos del procesamiento 
se asumieron como los 
responsables de la eliminación de 
las secuencias de los extremos 5 r y 
3 1 de tos transcritos primarios. En 
este modelo, los ARNm embebidos 
dentro de los transcritos primarios 
largos estarian codificados por 
secuencias de ADN no 
interrumpidas. Esta visión de los 
ARNm eucariotas cambio 
radicalmente cuando se descubrió 
el splicing o empatme, de forma 
mdependiente por Berget, Moore, y 
Sharp, y por louise Chow, Richard 
Geiinas, Tom Broker, y Richard 
Roberts (Una organización 
increfble de secuencia en los 
extremos 5 r del ARN mensajero del 
adenovirus 2, Celi 12: 1-8, 1977). 

Experimentos 

Ambos grupos de investigación que 
descubrieronel splicing o empalme 
utilizaron ei adenovirus 2 para 
investtgar fa sintesis del ARNm en 
las celulas humanas. La mayor 
ventaja del virus es que 


proporciona un modelo que resulta 
mucho mas simple que la celula 
huesped. El ADN viral se puede 
atslar directamente de las 
particulas virales, los ARNm 
codificadores de tas estructuras de 
proteinas virales estan presentes 
en tai cantidad que pueden ser 
punficados directamente de las 
celulas infectadas. Berget, Moore. 
y Sharp centraron sus 
experimentos en un ARNm 
abundante que codifica un 
polipeptido viral estructural 
conocido como ef hexom 
Para mapear el ARNm del hexon 
en el genoma viral, se hibridó 
ARNm puro eon ADN de 
adenovirus, y las moleculas 
hfbridas se examinaron por 
microscopia óptica. Como se 
esperaba. el «cuerpo» del ARNm 
del hexon formo hibridos eon 
fragmentos de restricción del ADN 
del adenovirus que previamente se 
habfa mostrado que contenfan el 
gen del hexon Sorprendentemente, 
sin embargo, secuencias en el 
extremo 5’ del ARNm del hexon 
fallaron en la hibridación eon las 



secuencias de ADN adyacentes a 
aguellas codificadoras del «cuerpo» del 
mensaje, sugiriendo que el extremo 5 1 
del ARNm habfa surgido de secuencias 
localizadas en alguna otrą parte del 
genoma viraL Esta posibilidad se probó 
mediante la hibridación del ARNm del 
hexon eon un fragmento de restricción 
situado upstream del gen del hexon, Los 
hibridos ARNm-ADN formados en este 
experimento desplegaron una compleja 
estructura en forma de lazo (vease 
Figura), El «cuerpo» del ARNm formo 
una larga region hfbrida eon las 
secuencias de ADN del hexon 
previamente identificadas. 
Notablemente, el extremo 5 1 del ARNm 
del hexon hibridó eon tres regiones 
upstream cortas del ADN, que estaban 
separadasentreellas y del *<cuerpo» del 
mensajero por largos lazos de ADN de 
una sola hebra. Las secuencias en el 
extremo 5' del ARNm del hexon por 
tanto paredan estar transcritas por tres 
regiones separadas del genoma viral, 
que fueron empalmadas al *cuerpo» del 
ARNm durante el procesamiento de un 
transcrito primario largo. 

Impacto 

E! descubrimiento de! splicing o 
empalme en el ARNm del adenovirus 
estuvo seguido por experimentos 
similares eon ARNm celulares, 
demostrando que los genes eucariotas 
tenfan una estructura no esperada. En 



Micrograffa eleclrónica y dibujo del ARNm del hexón hibridado cen el ADN del adenouirus. Los 
lazos de hebra unica desjgnados eon A. 6. y C corresponden a intrones. 
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Descubrimiento de los inłrones (continuación) 


lugar de ser continuas, sus 
secuencias codificantes estaban 
interrumpidas por intrones, que se 
eliminaban de los transcritos 
primarios mediante empalme. 
Ahora se sabe que los intrones 
representan la mayoria del AON de 
los genomas eucariotas, y su papę! 
en la evofución y en la regulación 
de la expresión genica continua 
formando parte de una de las areas 
de investigación mas activa. El 
descubrimiento del splicing o 
empalme tambien estimuló el 
interes por el mecanismo de esta 
reacción inesperada en el 


procesamiento del ARN. Como se 
discute en el Capitulo 6, estos 
estudios no solo han arrojado luz 
sobre nuevos mecanismos de 
regulación genica; han revelado 
tambien nuevas actividades 
catalfticas del ARN y proporcionado 
evidencia critica para sustentar la 
hipótesis de que la evolución mas 
tern prana estuvo basada en la 
autorrepl Icación de las mofeculas 
de ARN. La inesperada estructura 
del ARNrm de los adenovirus ha 
ten ido por tanto un impacto 
esencial en diversas areas de la 
biologia celular y molecular 



Richard Roberts 


(A) 


ADN del 
adenoviru$ 



Figura 4.3 

Identilicación de intrones en el ARNm 
del adenovirus. (A) El gen codificante 
del hexon adenovirus (una proteina es- 
tructural Principal de la particula viral) se 
compone de cuatro exones, interrumpidos 
por tras intrones (B) Este dibujo ilustra a 
una micrografia electrónica de un hibrido 
hipotetico entre ARNm del hexon y una 
porción del ADN del adenovirus. Los exo- 



Poco despues del descubrimiento de los intrones en los adenovirus r se hi- 
cieron observaciones simiłares en genes clonados de celulas eucariotas. Por 
ejemplo, el anallsis por microscopio electrónico de los hibridos de ARN-ADN y 
de las secuencias de nucleótidos siguientes de los ADN y ADNc clonados indicó 
que la region codificante del gen de la fi -globina de! ratón {que codifica la subu- 
nidad fi de la hemoglobina) esta interrumpida por dos intrones que se retiran del 
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Figura 4 A 

Gen de la fi globina en el ratón. Este 
gen contiene dos intrones, que dividen a 
la region codificadora en tres exones. El 
exon 1 codifica a los aminoacidos del 1 al 
30, el exon 2 codifica aminoacidos del 31 
al 104, y el exon 3 codifica a los aminści- 
dos del 105 al 146. Los exones 1 y 3 fam- 
bien contienen regiones no traducidas 
(UTR) en los extremos 5 1 y 3 r del ARNm, 
respectivamente. 


Exón 1 Intrón 1 Exón 2 Intrón 2 Exón 3 



Transcripción 

Empalme 


Exón 1 Exón 2 Exón 3 

ARNm 5’ I I I 


5' UTR 

Proteina [ 

1 


| Traducción 


3' UTR 


30 104 146 


ARNm medianie empalme o spficing {Fig. 4.4). La estructura intrón-exón de 
muchos genes eucariotas es complicada, siendo la cantidad de ADN en las 
secuencias de los intrones eon frecuencia mas grandes que la de los exones. 
La secuencia del genoma humano indica que un gen humano promedio contie¬ 
ne aproximadamente 9 exones, interrumpidos por 8 intrones y distribuido a lo 
largo de aproximadamente 30,000 pares de bases (30 kilobases, o kb) de ADN 
genómico. Generalmente los exones suman en torno a 2 kb, de modo que mas 
del 90% de un gen humano promedio consiste en intrones. 

Los intrones estan presentes en la mayoria de los genes de los eucariotas 
complejos, aunque no son universales. Casi todos los genes de las histonas, 
por ejemplo, carecen de intrones, por lo que claramente los intrones no son 
necesarios para la función del gen en las celulas eucariotas. Ademas, no se 
eneuentran intrones en la mayoria de los genes de tos eucariotas simples, como 
las levaduras. Por el eontrario, los intrones estan presentes en raros genes pro- 
cariotas. La presencia o ausencia de intrones no es por tanto una distinción 
absoluta entre los genes procariotas y eucariotas, aungue los intrones prevalez- 
can en los eucariotas superiores (plantas y animales), donde representan una 
cantidad sustancial del ADN genómico totaL 

La mayoria de los intrones no especifican la sintesis de un producto celular, 
aunque algunos si codifican ARNs o proteinas funcionales. Sin embargo, los 
intrones juegan papeles importantes en el control de la expresión genica. Por 
ejemplo, la presencia de intrones permite que los exones de un gen se unan en 
distintas combinaciones, resultando en la sintesis de distintas proteinas a partir 
del mismo gen. Este proceso, denominado procesamiento alternativo o spti- 
cing (Figura 4,5), ocurre eon frecuencia en los genes de eucariotas complejos, 
y se cree muy importante para la extensión del repertorio funcional de los 
30.000-40.000 genes del genoma humano. 

Ademas se cree que los intrones han jugado un papel importante en la evo- 
ludón, facilrtando la recombinación entre regiones codificantes de proteina 
(exones) de distintos genes —un proceso conocido como arrastre de exones. 
Los exones eon frecuencia codifican dominios de proteinas funcionales, de 
modo que la recombinación entre intrones de diferentes genes dana lugar a 
nuevos genes eon nuevas combinaciones de secuencias codificantes de protef- 
nas. Tal y como se predijo en la hipótesis, ios estudios de secuenciación del 
ADN han demostrado que algunos genes son quimeras de exones derivados de 
otros varios genes, y proporcionan eyidencia directa de que se pueden formar 
nuevos genes mediante la recombinación de secuencias de intrones. 

El origen evolutivo de los intrones sigue siendo un tema controvertido. Una 
posibilidad es que los intrones estuviesen presentes en estadios tempranos de 
la eyolución, antes de la divergencia de las celulas procariotas y eucariotas. De 
acuerdocon esta hipótesis, los intrones desempenarfan un papel importante en 
la unión inicial entre las secuencias codificadoras de proteinas en los antepasa- 
dos de las celulas actuales. Los intrones se fueron perdiendo paulatinamente 
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ADN erom osom i co 


Exón 1 Exón 2 Exon 3 Exón 4 Exón 5 Exón 6 




□ 


en la mayoria de los genes procariotas y en los eucariotas simples (p. ej M leva- 
duras) como respuesta a la selección evolutiva de la rapida replicación, io que 
condujo al esbozo de los genomas de estos organismos, Sin embargo, puesto 
que la rapida divi$ión celular no es una yentaja para los eucariotas superiores, 
los intrones se han retenido en sus genomas, AIternativamente, los intrones han 
podido surgir mas tarde en Ja evolución como resultado de la inserción de se¬ 
cuencias de ADN en genes que se habsan formado como secuencias codifica- 
doras de proteinas continuas, El arrastre de exones entonees hubiera desem- 
pehado un papef importante en la evolución de los genes en los eucariotas 
superiores pero no hubiera participado en la unión inicial de las secuencias co- 
dificadoras de proteinas antes de la divergencia evolutiva de las celulas proca- 
riotas y eucariotas. 


Figura 4.5 

Procesamiento alternativo. El gen ilus- 
trado contiene sets exones, separados 
por cinco intrones, El procesamiento alter- 
natiyo permite que estos exones se unan 
en diferentes combi naciones, resultando 
en la fornnación detres ARNm y proteinas 
diferentes a partir de un solo transcrito pri¬ 
ma rio. 


Secuencias de ADN repetithms 

Los intrones forman una contribución sustancial al gran łamano de los genomas 
de eucariotas superiores. En humanos, por ejemplo, los intrones forman aproxb 
madamente el 25% del ADN genómico total. Sin embargo, una porción incluso 
mayor del genoma de los eucariotas complejos consiste en secuencias alta- 
mente repetidas de ADN no codificante, Estas secuencias, algunas veces pre- 
sentes en cientos de miles de copias por genoma, fueron demostradas por pn- 
mera vez por Roy Britten y David Kohne mientras estudiaban los valores de 
reasociación de fragmentos desnaturalizados de ADN celular (Fig. 4.6), Las 
hebras desnaturalizadas de ADN hibridan unas eon otras {se reasocian), vol- 
viendo aformar moleculas de dobie hebra (vease Fig. 3.25). Puesto que la rea¬ 
sociación de ADN es una reacción bimolecular (dos hebras separadas de ADN 
desnaturalizado deben colisionar entre ellas para hibridar), la veiocidad de rea¬ 
sociación depende de !a concentración de hebras de ADN. Cuando se desnatu- 
ralizaron fragmentos de ADN de E. coli y se permitió que hibridaran entre ellos, 
todo el ADN se reasoció a la misma yelocidad, tal y como se esperana si cada 
secuencia de ADN estuviera representada una sola vez por genoma. Sin em¬ 
bargo, la reasociación de fragmentos de ADN extraidos de celulas de mami- 
feros mostraron un patron muy diferente. Aprcximadamente ef 50% de los 
fragmentos de ADN se reasoció a una velocidad calculada para secuencias 
presentes una sola vez por genoma. pero el resto se reasoció mucho mas rapt- 
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Figura 4.6 

łdentificación de secuencias repetitivas mediante rea- 
sociación del ADN, La cinetica de la reasociación de los 
fragmentos de ADN de E. cotiy bovino se ifustran como 
una función de que es la concentración inicial de ADN 
multiplicadaporel tiempode Incubación. Et ADN de £, coli 
se reasocia en una proporción uniforme, de acuerdo eon 
que cada fragmento se representa una vez en un genoma 
de 4,7 x 10 s pares de bases. Por et contrario, los fragmen¬ 
to s de ADN bovino muestran dos pasos diferentes en su 
reasociación. Alrededor del 60% de los fragmentos (las 
secuencias no repetitivas) se reasocia mas lentamente 
que el ADN de E. coli, tal y como se esperaba para las 
secuencias representadascomo unicas copias en el geno- 
ma bovtno (3 x 10 9 pares de bases). Sin embargo, el otro 
40% de los fragmentos del ADN bovino (las secuencias 
repetitivas) se reasocia mas rapidamente que el ADN de 
E. coli, indicando la presencia de multiples copias de estas 
secuencias, 

C 0 f(JVfx sec) 

do de lo esperado. La interpretación de estos resultados fue que algunas se¬ 
cuencias estaban presentes en multiples copias y por tanto reasociaban mas 
rapidamente que apuellas secuencias que estaban representadas una sola vez 
por genoma. En particular, estos experimentos indiearon que aproximadamente 
e! 50% del ADN de mamfferos consiste en secuencias altamente repetitiyas, 
algunas de las cuales se repiten de IG 5 a 10 6 veces. 

Un mayor analisis, culminando en la secuenciación de genomas completos, 
ha identificado varios tipos de estas secuencias altamente repetidas (Tabla 4,1). 
Una clase (denominada repeticiones de secuencias sencillas) consiste en re- 
peticiones en tandem de hasta miles de copias de secuencias cortas, que varfan 
desde 1 hasta 500 nucleótidos, Por ejemplo, un lipo de repetición de secuencia 
sencilla en Drosophila consiste en repeticiones en tandem de una unidad de siete 
nucleótidos ACAAACT. Gracias a su composición de bases caracterfstica, mu- 
chos ADN de secuencia sencilla pueden ser separados de! resto de ADN genómi- 
co mediante la centrifugación de equilibrio en gradientes de densidad de CsCL La 
densidad del ADN esta determinada por su composición de bases, donde las 
secuencias ricas en pares AT son menos densas que las secuencias ricas en 
pares GC. Asi, un ADN de secuencia sencilla rico en AT bandea en un gradiente 
de CsGI a una densidad interior que el resto del ADN genómico de Drosophila 
(Fig. 4.7). Ya que estas secuencias repetidas de ADN bandean como «satślites» 
separados de la banda principal de ADN, a menudo se denominan ADNs sateli¬ 
tę. Estas secuenctas esta repetidas millones de veces por genoma, constituyen- 
do aproximadamente el 10% del ADN de la mayoria de los eucariotas superiores. 
Los ADN de secuencia sencilla no se transcriben y no proporcionan información 
genetica funcional. Algunos, sin embargo, representan papeles importantes en la 
estructura cromosómica, como se estudia en la siguiente sección de este capitulo. 



TABLA 4.1. Secuencias repetitivas en el genoma humano 


Tipo de secuencia 

Numero de copias 

Fracción del genoma 

Repeticiones de secuencia sen cii la a 

>1.000.000 

-10% 

Ret rotran s posones 

LINES 

850.000 

21% 

SINEs 

t.500.000 

13% 

Elementos de tipo retrovirus 

450.000 

8% 

Transposones de ADN 

300.000 

3% 


b El contenido de repeticiones de secuencia sencilla se estima a partir de la fracctón de heterocromatina preaente 
en el genoma humano. 
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Otras secuencias repetitivas de ADN se encuentran dispersas a traves del 
genoma en iugar de agrupadas en repeticiones en tandem. Estos eiementos 
repetitivos dispersos son un contribuyente muy importante para el tamańo del 
genoma, constituyendo aproximadamente el 45% del ADN genómico humano. 
Las dos clases mas predominantes de estas secuencias se denominan SINEs 
(shortinterspersed efements) y LINEs (longinterspersedefements). Los SINEs 
poseen una longitud de 100 a 300 pares de bases, Unas 1,5 millones de estas 
secuencias se encuentran dispersadas a traves del genoma, constituyendo 
aproximadamente un 13% del ADN humano total. Aunque tos SINEs se trans* 
eriben a ARN, no codifican proteinas y su tunción es desconocida, Los LINEs 
humanos principales poseen una longitud de 6-8 kb t aunque muchas de las 
secuencias repetidas derivadas de LINEs son mas cortas, eon un tamańo apro- 
ximado de 1 kb. Existen aproximadamente 850.000 repeticiones de secuencias 
LINEs en el genoma, constituyendo el 21% del ADN humano. Los LINEs se 
transcriben y al menos algunos de ellos codifican para proteinas, pero al igual 
que los SINEs, no poseen una functón conocida en la fisiologia celular. 

Tanto las secuencias SINEs como LINEs son ejemplos de elementos trans- 
ponibles, que son capaces de moverse a puntos distintos en el ADN genómico. 
Tal y como se describe en detalle en el Capitulo 5 t tanfo las secuencias SINEs 
como LINEs son retrotransposones, lo que significa que su transposición estś 
mediada por la transcripción inversa (Fig. 4.8),Un ARN copia de una secuencia 
SINE o LINĘ es convertido en ADN por la transcriptasa inversa en el interior 
celular, y la nueva copia de ADN se integra en un nuevo punto del genoma. Una 
tercera clase de secuencias repetitivas dispersas, que se asemejan fuertemen- 
te a los retrovirus se denominan elementos semejantes a retrovirus T tambien 
se mueven dentro del genoma por transcripción inversa. Los elementos senne* 
jantes a retrovirus humanos varian desde aproximadamente 2-10 kb de longi¬ 
tud. Existen aproximadamente 450.000 elementos semejantes a retrovirus en e! 
genoma humano, lo que constituye aproximadamente un 8% de ADN humano. 
Por e! contrario. la cuarta clase de elementos repetitivos dispersos (transposo- 
nes de ADN) se mueven por el genoma siendo copiados y reinsertados como 
secuencias de ADN t en Iugar de moverse mediante transcripción inversa. En el 
genoma humano existen unas 300,000 copias de transposones de ADN, varian- 
do desde 80 a 3.000 pares de bases de longitud y constituyendo aproximada- 
mente un 3% del ADN humano. 

Asi, practicamente la mitad del genoma humano consiste en elementos repe- 
titivos dispersos que se han replicado y movido a traves del genoma a traves de 
intermediarios de ARN o ADN. Merece la pena notar que la gran mayona de 



Figura 4.7 

ADN satelitę. La cen tri fu gaci ón de egu iii- 
brio det ADN de Drosophila en un gradien¬ 
te de CsC3 separa los ADN satelites (de- 
signados MV) eon densidades en el 
gradiente (en g/cm 3 ) de 1,672 t 1 t 687, y 
1,705 de ia banda principai del ADN genó¬ 
mico (eon una densidad en el gradiente de 
1,701). 
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Figura 4.8 

IVtovimiento de retrotransposones 

Un retrotransposón presente en un punto 
del ADN cromosómico se transenbe en 
ARN, y a conlinuación es convertido de 
nuevo en ADN mediante transcripción in- 
versa. El retrotransposón de ADN puede a 
continuación integrarse en un nuevo pun¬ 
to cromosómico. 
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estos elementos se transponen a traves de intermediarios de ARN, de modo que 
la transcripción irwersa ha sido responsable de la generación de mas del 40% del 
genoma humano, Algunas de estas secuenclas pueden ayudar en la regulación 
de la expresion genica, pero la mayoria de las secuencias repetitivas dispersas 
no parecen hacer una contribución ufil a la celuia. Por el contrario, parecen repre- 
sentar los «elementos de ADN egoistas» que han sido seleccionados por su pro- 
pia capacidad de replicacion dentro del genoma, en lugar de proporcionar una 
ventaja selectiva a su huesped. En algunos casos T sin embargo, los elementos 
transponibles han jugado un papel evolutivo importante, estimulando los reorde- 
namientos geneticos y contribuyendo a fa generación de la diversidad genetica. 

Duplicación genica y pseudogenes 

Otro de los factores que favorecen al gran tamaho de los genomas eucariotas 
es que algunos genes estan presentes en multiples copias, algunas de las cua- 
les frecuentemente son afuncionales. En algunos casos, multiples copias de 
genes son necesarias para producir ARNs o proteinas regueridas en grandes 
cantldades, como los ARNs ribosómicos o las histonas. En otros casos, miem¬ 
bros concretos de un grupo de genes relacionados (denominado una familia 
genica) pueden ser transcritos en diferentes tejidos o en diferentes etapas del 
desarrollo. Por ejemplo, las subunidades 2 y fi de la hemoglobina se encuentran 
codificadas por familias de genes en el genoma humano, eon diferentes miem¬ 
bros de esa familia expresados en el tej ido embrionario, fetal, y tejidos adultos 
(Fig. 4.9), Los miembros de muchas familias de genes (p. ej., los genes de la 
globina) se agrupan en una region del ADN; los miembros de otras familias 
estan dispersos en cromosomas diferentes. 

Las familias de genes se cree que han surgido de la duplicación de un gen 
ancestral original, divergiendo los diferentes miembros de una familia como 
consecuencia de mutaciones durante la evolución. Tal dlvergencia puede de- 
sembocar en la evolución de proteinas relacionadas capaces de funcionar en 
tejidos diferentes o en diferentes etapas del desarrollo, Por ejemplo, las globL 
nas fetales presentan una mayor afinidad para el 0 2 que las globinas adultas 
—una diferencia que permite al feto obtener 0 2 de la circulación materna. 

Como cabria esperar, sin embargo, no todas las mutaciones favorecen la 
función de! gen, Algunas copias geneticas presentan mutaciones sustanciales 
que ocasionan la perdida de la capacidad para producir un producto genetico 
funcional. Por ejemplo, las familias de genes humanos de la 2 y fi globina contie- 
nen dos genes que han sido desactivados por mutaciones. Tafes copias geneti¬ 
cas no funcionałes {llamados pseudogenes) representan reliquias evolutivas 
que aumentan considerablemente el tamaho de los genomas eucariotas sin ha¬ 
cer ninguna contribución genetica funcional 

Las duplicaciones genicas pueden surgir por dos mecanismos diferentes. La 
primera es la duplicación de un segmento de ADN, que puede resuttar en la 
transferencia de un bloque de ADN a una nueva localización en el genoma. Se 
estima que dichas duplicaciones de segmentos de ADN de entre 1 kb y mas de 


Figura 4.9 

Familias del gen de la globina. Los 

miembros de las familias de los genes hu¬ 
manos de la y y // globina se agrupan en 
los cromosomas 16 y 11. respectivamei> 
te, Cada familia contiene genes que se 
expresan especfficamente en los tejidos 
embrionario, fetal, y adulto, ademas de las 
copias de genes no funcionałes (pseudo¬ 
genes). 
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Figura 4.10 

Formación de un pseudogen procesa- 

do. Un gen es transcrilo y procesado para 
dar lugar a un ARNm del cual se han elimi¬ 
nacjo los intrones, El ARNm es copśado 
medianie transcripdón inversa, dando lu- 
gar a una copia de ADNc carecientede in¬ 
trones. La integración en el ADN cromo- 
samico resulta en la formación de un 
pseudogen procesado. 


50 kb, forman aproximadamente el 5% del genoma humano. Por otro lado, los 
genes pueden duplicarse medianie transcripdón irwersa de un ARNm, seguido 
de integración de la copia de ADNc en un nuevo punto cromosómico (Fig. 4.10). 
Este modo de duplicación genica, analogo a la transposición de elementos re- 
petitivos a traves de intermediarios de ARN, resulta en la formación de copias 
geneticas que carecen de intrones y que carecen tambien de las secuencias 
cromosómicas normales que dirigen la transcripción de un gen en ARNm, 
Como resultado, la dupNcación de un gen por transcripción inversa generalmen- 
te da lugar a una copia genica inactiva denominada pseudogen procesado, 
Se estima que existen varios miles de pseudogenes procesados en el genoma 
humano. 

Composición del genoma en los eucańotas superiores 

Una vez vistos varios tipos de ADN no codificante que contribuyen a la compleji- 
dad genómica de los eucariotas superiores, es de interes revisar la composición 
de los genomas celulares. En los genomas bacterianos, la mayor parte del ADN 
codifica proteinas, Por ejemplo, el genoma de £ coli es aproximadamente de 
unas 4,6 x 10 G pares de bases de longitud y contiene unos 4.000 genes, donde 
casi un 90% del ADN son secuencias codificantes para proteinas. El genoma de 
levaduras, que consiste en 12 x 10 6 pares de bases, posee un tamano 2,5 ve- 
ces el de E. coli , pero sigue siendo extremadamente compacto. Solo e! 4% de 
los genes de Saccharomyces cerevisiae contienen intrones, y normalmente es- 
tos solo poseen un pequerio intron cerca del comienzo de la secuencia codifi¬ 
cante. Aproximadamente un 70% del genoma de levaduras se emplea en se¬ 
cuencias codificantes de proteinas, especificando un totai de aproximadamente 
6,000 proteinas. 

Los genomas animales re!ativamente sencillos de C. elegans y Drosophila 
son unas 10 veces mas grandes que ei genoma de leyaduras, pero contienen 
solo 2-3 veces mas genes. Por el contrario, estos genomas animales sencillos 
contienen mas intrones y mas secuencias repetitivas, de modo que las secuen¬ 
cias codificantes de proteinas corresponden solo al 25% del genoma de C. ele¬ 
gans y un 13% del genoma de Drosophila. El genoma de la piania modele Ara- 
bidopsis contiene un numero similar de genes, donde aproximadamente un 
26% del genoma corresponde a secuencias codificanles de proteinas. 

Los genomas de animales superiores {como el humano) son aproximada- 
mente 20-30 veces mas grandes que los de C. elegans y Drosophila. Sin embar¬ 
go, una gran sorpresa obtenida al descifrar la secuencia del genoma humano, 
fue el deseubrimiento de que el genoma humano solo contiene aproximada- 
mente de 30.000 a 40.000 genes H^sto el dobie del numero de genes presente 
en el genoma de C. elegans o Drosophila —. Parece que solo del 1 al 1,5% del 
genoma humano consiste en secuencias codificantes de proteina. Aproximada- 
menfe el 25% del genoma consiste en intrones, y mas del 60% esta compuesto 
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por varios tipos de secuencias de ADN repetitivo y duplicado, donde el resto 
esta compuesto por pseudogenes, secuencias espaciadoras no repetitivas en- 
tre genes y secuencias de exones que estan presentes en los extremos 5’ y 3’ 
de los ARNm pero que no se traducen en protefnas. El aumento del tamano de 
los genomas de los eucariotas superiores, por lo tanto. se debe mucho mas a la 
presencia de grandes cantidades de secuencias repetitivas e intrones, que al 
mcremento del numero de genes. 

Cromosomas y cromatina 

No solo los genomas de la mayorfa de los eucariotas son mas complejos que los 
de los procariotas, sino que el ADN de las celulas eucariotas se encuentra organi- 
zado de forma diferente al de las celulas procariotas. Los genomas de los proca- 
riotas los contienen cromosomas unicos, que normalmente son moleculas de 
ADN circulares. Por el contrario, los genomas de los eucariotas estan compues- 
tos por multiples cromosomas, cada uno de los cuales contiene una molecula de 
ADN tinear. Aunque et numero y el tamano de los cromosomas vańa considera- 
blemente entre las especies (Tabla 4.2), su estructura basica es la misma en 
todos los eucariotas. El ADN de las celulas eucariotas esta fuertemente unido a 
unas peguenas protefnas basicas (histonas) que empaquetan el ADN de manera 
ordenada en el nucleo de la celula. Esta caracteristica resulta piimordial, y se da 
en el ADN de la mayorfa de los eucariotas. Por ejemplo, ia longitud total extendida 
del ADN en una celula humana es de unos 2 m, pero este ADN debe caber en un 
nucleo eon un diametro de tan solo de 5 a 10 /im. 

Cromatina 

Los complejos entre el ADN eucariótico y las protefnas f orman la cromatina, 
que contiene alrededor del dobie de proteina que de ADN. Las protefnas princi- 
pales en la cromatina son las histonas —-pequeńas proteinas que contienen 
una gran proporción de aminoacidos basicos (arginina y lisina) que facilitan la 
unión eon la molecula de ADN cargada negativamente— Existen 5 tipos impor- 
tantes de histonas —llamadas HI, H2A, H2S, H3, y H4— que resultan muy 
similares entre las diferentes especies eucariotas (Tabfa 4.3). Las histonas son 


TABLA 4,2, Numero de cromosomas en las celulas eucariotas 


Organismo 

Tamano del 
genoma (Mb) fl 

Numero* de 
cromosomas 

Levadura 

12 

16 

(Saccbaromyces cerevis(3e) 

Moho del lodo {Dyctiostefium) 

70 

7 

Arabidopsis thaliana 

125 

5 

Maiz 

5,000 

to 

Cebofla 

15.000 

8 

Lirio 

50.000 

12 

Nematodo 

97 

6 

(Caenorhabdtiis etegans) 

Mosca de la truta ( Drosophita) 

180 

4 

Sapo {Xenopus Iaevis) 

3.000 

18 

Fez pulmón 

50.000 

17 

Polio 

1,200 

39 

Ratón 

3.000 

20 

Vaca 

3.000 

30 

Ferro 

3,000 

39 

H u mano 

3.000 

23 


fl Tanto el tamano del genoma como el numero de cromosomas son para celulas łiaploides. 
Mb = tnitlones de pares de bases. 
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TABLA 4.3. Principales proteinas de las histonas 


Histona 3 

Peso 

m o lec u l ar 

Numero de 
aminościdos 

Poręentaje de 
lisina + arginina 

HI 

22.500 

244 

30,8 

H2A 

13.960 

129 

20,2 

H2B 

13.774 

125 

22,4 

H3 

15.273 

135 

22,9 

H4 

11.236 

102 

24,5 


* Datos para las histonas da conejo (HI) y bovino 


tremendamente abundantes en las celulas eucariotas; su masa total resulta 
aproximadamente igual al ADN de la celula. Ademas, la cromatina contiene 
aproximadamente una masa igual de una variedad de proteinas cromosómicas 
diferentes a las histonas. Existen mas de un millar de tipos diferentes de estas 
proteinas, que estan implicadas multiples actividades, incluyendo la replicación 
del ADN y la expresión genica. 

La unidad basica estructural de la cromatina, el nucleosoma, fue descrito 
por Roger Kornberg en 1974 (Fig. 4.11). Kornberg propuso el modelo de nu- 
cleosoma de acuerdo eon dos tipos de experimentos. Primero, la digestión par¬ 
ciał de la cromatina eon la nucleasa micrococal (una enzima que degrada el 
ADN) produjo fragmentos de ADN eon una longitud de 200 pares de bases. Por 
el contrario, una digestión similar de ADN desnudo (no asociado a protei- 
nas)produjo una mancha continua de fragmentos de diferentes tamahos. Estos 
resultados sugirieron que la unión de las proteinas al ADN en la cromatina pro- 
tege algunas regiones del ADN de la digestión por la nucleasa, de manera que 
la enzima puede atacar al ADN solamente en lugares separados por aproxima- 
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Figura 4 ,f 1 

Organización de la cromatina en nu- 
cleosomas. (A) El ADN se envuelvealre- 
dedor de las histonas en ias particulas 
centrales o core del nueleosoma y es su- 
jetado por la histona HI. Las proteinas no 
histonas se unen al ADN de enłace o fin¬ 
ker entre los nucleosomas y las particulas 
centrales. (B) Gel de electroforesis de 
fragmentos de ADN obtenidos de la diges¬ 
tión parciał de la cromatina eon la nuclea¬ 
sa micrococal. El ADN de enlace entre las 
particulas centrales o core del nudeoso- 
ma es especialmente senslble, por lo que 
la digestión limitada de la cromatina pro- 
duce f ragmentos correspondrentes a mul- 
tiplos de 200 pares de bases. (C) Una mi- 
crog rafia electrónica de una fibra de 
cromatina extendida. ilustrando su apa- 
rienda de collar de cuentas. (B, cortesia 
de Roger Kornberg, Stanford University; 
C; cortesia de Ada L. Olins y Donald E. 
Olins, Oak Ridge National Laboratory.) 
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Figura 4.12 

Estructura de un cromatosoma. (A) La particula central o core del nucieosoma consta de 
146 pares de bases de AD IM envue!to 1,65 vueltas alrededor de un octamero de histonas 
que consta de dos mo Sec u las de cada H2A, H2B, H3, y H4. Un cromatosoma conti ene dos 
vueltas completas de ADN (166 pares de bases) sujetas por una molecula de H1. (B) Mode- 
lo de una particula central o core del nucieosoma. Las cadenas de ADIM se muestran en 
marrón y en turquesa. Las histonas se muestran en azul (H3), verde (H4), amarillo (H2A), y 
rajo (H2B). (B, de K Luger et al, 1997. Naturę 389: 251,) 


damente 200 pares de bases. De acuerdo eon esta idea, la microscopia electró- 
nica reveló que las fibras de cromatinatienen una apariencia de collar de cuen- 
tas, eon las cuentas separadas a intervalos de unas 200 pares de bases. Por 
tanto, la digestión por la nucleasa y los estudios por microscopia electrónica 
sugirieron que la cromatina esta compuesta por unidades que se repiten cada 
200 pares de bases, que fueron llamadas nucleosomas. 

Una digestión mas extensa de la cromatina eon la nucleasa micrococal produ- 
cia particulas (llamadas particulas centrales o cores del nucieosoma) que 
correspondfan a las cuentas visibles por microscopia electrónica, Un analisis de¬ 
tal lado de estas particulas demostró que contienen 146 pares de bases de ADN 
enrolladas 1,65 veces alrededor del centro de histonas formado por dos moleculas 
de H2A, H2B, H3 ? y H4 (las histonas del centro) (Fig. 4,12). Una molecula de la 
quinta histona, HI, se eneuentra unida al ADN cuando entra en una particula cen¬ 
tral o core del nucieosoma. Esto forma una subunidad de cromatina Ifamada ero- 
matosoma. que esta compuesto por 1 66 pares de bases de ADN envuelto alre¬ 
dedor del centro de histonas y sujeto en su lugar por HI (una histona de enlace). 

El empaquetamiento del ADN eon histonas produce una fibra de cromatina 
aproximadamente de 10 nm de diametroy compuesta por cromatosomas sepa- 
rados por segmentos de enlace o iinker de ADN de unas 80 pares de bases de 
longitud (Fig. 4,13), En el microscopio electrónico, esta fibra de 10 nm presenta 
la apariencia de collar de cuentas que sugiere el modelo del nucieosoma. Em- 
paquetar el ADN en una fibra de cromatina de 10 nm reduce su longitud aproxi- 
madamente seis veces, La cromatina se puede condensar aun mas enrollando- 
la en fibras de 30 nm, estructura que aun no se ha conseguido determinar. Las 


Figura 4.13 

Fibras de cromatina. El empaquetamiento del ADN en los nucleosomas produce una fibra 
de cromatina de aproximadamente 10 nm de diametro. La cromatina se condensa aun mas 
enrollandose en una fibra de 30 nm de diametro, eon unos seis nucleosomas por vue!ta, 
(Fotograf fas cortesia de Ada L. Olins y Donald E Olins, Oak Ridge National Laboratory.) 
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interacciones eon las histonas HI parece ser que desempeńan un importante 
papel en esta etapa de la condensación de la cromatina. 

La duración de la condensación de la cromatina varia segun el cicio de Ja 
vida de la celuta. En celulas en interfase (sin dividirse), la mayorfa de la cromati- 
na (llamada eucromatina) se eneuentra refativamente sin condensar y distri- 
buida por todo el nucleo (Fig. 4.14). Durante este periodo del cicto celufar, los 
genes se transcriben y ei ADN se replica como preparación para la división, La 
mayoria de la eucromatina en los nucleos en interfase parece presentarse en 
forma de fibras de 30 nm, organizadas en grandes lazos que contienen aproxi- 
madamente de 50 a 100 kb de ADN. Alrededor del 10% de la eucromatina. que 
contiene los genes que son transcritos activamente r se eneuentra en un estado 
menos condensado (formación en 10 nm) lo que permite la transcripción. La 
estructura de la cromatina esta por tanto unida al contro! de la exprestón gónica 
en los eucariotas, tal y como se disculira en el Capitulo 6. 

Al contrario de ta eucromatina, alrededor del 10% de la cromatina de la 
interfase (llamada heterocromatina) se eneuentra en un estado muy conden¬ 
sado que reeuerda a la cromatina de las celulas que llevan a cabo la mitosis. La 
heterocromatina es transcripcionatmente inactiva y contiene secuencias de ADN 
altamente repetitivas, como aquellas presentes en los centrómeros y telómeros. 

Cuando la celula entra en mitosis, sus cromosomas se condensan para poder 
ser distribuidos a las celulas hijas. Los lazos de fibras de cromatina de 30 nm se 
cree que se doblan sobre si mismos para formar los cromosomas compactos de 
la metafase de tas celulas mitóticas, en las que e! ADN se ha condensado cerca 
de 10.000 veces (Fig. 4.15). Esta cromatina condensada no puede ser utilizada 
como molde para la sintesis de ARN, as i que la transcripción cesa durante la 


Figura 4.15 

Condensación de la cromatina durante la mitosis. Micrografia electrónica de barrido 
de cromosomas de metafase. Ahadido color artificiaL (Biophoto Associates/Rh oto 
Researchers, Inc.) 


Figura 4.14 

Cromatina en la interfase. Micrografia 
electrónica de un nucleo en interfase. La 
eucromatina se distribuye por el nucleo 
La heterocromatina se indica eon los trian- 
gulos y el nucleolo eon u na flecha. (Corte- 
sfa de Ada L. Olins y Donald E. Olins, Oak 
Ridge National Laboratory.) 



i_i 


10 /jm 







154 • Sección II * Flujo de la información genetica 



Andamio Lazos de ADN 
de proteinas 


Figura 4.16 

Estructura de los cromosomas de la metafase. lina micrografia electrónica de lazos 
de ADN unidos aJ andamio de proteina de los cromosomas en metafase que han sido 
liberados de las histonas. (De J. R. Paulson y U. K. LaemmlL 1977. Ceff 12: 817.) 


mitosis. Las micrografias electrónicas indican que el ADN en los cromosomas de 
la metafase esta organizado en grandes tazos unidos a un andamio o escalón de 
protemas (Fig. 4.16), aungue todavia no se ha (legado a entender eon detalle la 
estructura de la cromatina condensada ni el mecanismo de condensación de esta. 

Los cromosomas de la metafase se eneuentran en un estado de concentra- 
ción muy alto, tanio que su morfologia puede ser estudiada a traves del micros- 
copio óptico (Fig, 4,17). Las diferentes teenicas de tinción proporcionan patro- 
nes caracteristicos de bandas cromosómicas luminosas y oscuras, como 
resuitado de la unión preferente de los tintes fluorescentes o de manchas a las 
secuencias de ADN ricas en AT en lugar de las secuencias ricas en GC. Estas 
son especificas para cada cromosoma y parecen representar diferentes regio- 
nes de los cromosomas. Los genes pueden ser localizados en bandas cromo¬ 
sómicas especificas mediante hibridación in situ , indicando que el empaąueta- 
mlento del ADN en los cromosomas de la metafase es un proceso eon un 
riguroso orden y de caracter reproducible. 

Centrómeros 


El centrómero es una region especializada del cromosoma cuyo papel es ase- 
gurar la correcta distribución de los cromosomas duplicados a las celulas hljas 
durante la mitosis (Fig. 4.18), El ADN celuiar se duplice durante la interfase, 
resultando la formación de dos copias de cada cromosoma antes de que co- 
mience la mitosis. Cuando ta celuia entra en mitosis, la condensación de la 
cromatina conduce a la formación de los cromosomas de la metafase que eon- 
sisten en dos cromatidas hermanas identicas. Estas cromatidas hermanas se 


Ftgura 4.17 

Cromosomas humanos en metafase. Una micrografia de cromosomas humanos exten 
didos a partir de una celuia en metafase. (Leonard Lessin/Peter Arnold, Inc.) 
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Cromatidas hermanas 


Centrom ero 
Fibras del huso 
Cent rosom a 


Se forman dos 
cel u las hijas por 
división cel u lar. 


Anafase 


Profase 


Cromatina 

descondensada 


Telofase 


En la metafase, los cromosomas 
altamente condensados consisten de 
dos copias identicas (cromatidas 
hermanas) unidas por el centrómero. 
Las fibras del huso mitótico se unen al 
centrómero. 


Dura nie la etapa finał de la 
mitosis (telotase), Jas membranas 
nucleares se reforman y los 
cromosomas se descondensan. 


En ta primera etapa de 
la mitosis (profase), los 
cromosomas se 
condensan y se 
mueven al centro de 
fia cel u la. 


Interfase 


En la anafase, las 
cromatidas hermanas 
se sępa ran y se 
mueven a los poi os 
opuestos de la cślula. 


Figura 4.18 

Cromosomas duranle la mitosis. Pues- 
to que el ADN se repiica dumnie la interfa¬ 
se; la cel ula contiene dos copias duplica- 
das identicas de cada cromosoma antes 
de entrar en mitosis. 


mantienen unidas por el centrómero, el cual se considera como una region ero* 
mosomica compaeta. Una vez iniciada la mitosis, los microtubulos del huso mi* 
tótico se adhieren al centrómero, y las dos cromatidas hermanas se separan y 
se dirigen a los polos opuestos del huso. Al finał de la mitosis, las membranas 
nucleares se restablecen y los cromosomas se descondensan, resultando la 
formaclón de los nucleos de las celulas hermanas que contienen una copia de 
cada cromosoma parental. 

Los centrómeros, por tamto, sirven como sitios de asociación de las cromati¬ 
das hermanas y como sitios de unión para los microtubulos del huso mitótico. 
Son secuencias especificas de ADN a las que se unen numerosas protemas de 
unión asocladas a los centrómeros, formando una estructura llamada cinetoco 
ro (Fig 4.19). La unión de los microtubulos a las protemas del cinetocoro dirige 
la unión de los cromosomas al huso mitotico. Las protemas asociadas al cineto¬ 
coro actuan como «motores moleculares» que conducen el movimiento de los 
cromosomas a lo largo de las fibras del huso, segregando los cromosomas a los 
nucleos de las celulas hijas. 

Las mejores secuencias de ADN centromericas han sido descritas en !eva- 
duras, donde su función puede probarse siguiendo la segregación de los pląs- 
midos en mitosis (Fig. 4.20). Los plasmidos que contienen centrómeros funcio- 
na j es se segregan como los cromosomas y se distribuyen de igual forma a las 
celulas hijas una vez terminada la mitosis. En ausencla de un centrómero fun- 
cional, sin embargo, el plasmtdo no se segrega adecuadamente, y muchas ce¬ 
lulas hijas no heredan el ADN del plasmido. Los ensayos de este tipo han permi- 
tido determinar las secuencias necesarias para la función del centrómero. Este 
tipo de experimentos mostraron por primera vez que las secuencias de los cen¬ 
trómeros de la levadura Saccharomyces cerevisiae se eneuentran aproximada- 
mente en 125 pares de bases divididas en tres elementos de secuencia: dos 



Figura 4.19 

Centrómero en cromosomas de 
metafase. El centrómero es la region por 
donde las dos cromatidas hermanas 
siguen unidas en la metafase. Protemas 
especificas se unen al ADN centro mer! co, 
formando el cinetocoro, que es el lugar de 
anclaje de las fibras del huso. 
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Figura 4.20 

Ensayo de un centrómero en 
levaduras, Ambos plasmidos eontienen 
un marcador (LEUZ) y secuencias de 
ADN que sirven como ongenes de 
replicación en levaduras (ARS, que 
stgnifica secuencia de replicación 
autónoma), Sin embargo, el plasmido t 
carece de un centrómero y por lo tanto se 
pierde eon freeuencia como resuitado de 
una segregacion errónea durante la 
mitosis. Por el contrario, la presenda de 
un centrómero (CEN) en el plasmido II 
asegura su transmisión regular a las 
celu las hijas. 


secuencias cortas de 8 a 25 pares de bases separadas por 78-86 pares de 
bases de un ADN muy rico en AT (Fig, 4.21 A), 

Las secuencias cortas de los centrómeros definidas en S. cerevisiae, no 
obstante, no parecen reflejar Ja situación en otros eucariotas, Estudios mas 
recientes han definido los centrómeros de la levadura de fisión Schizosaccha- 
romyces pombe mediante un metodo funcionaf similar. Aunque S, cerevisiae y 
S, pombe son levaduras, parecen ser muy divergentes la una de la otrą y muy 
diferentes en muchos aspectos de su biologia celular. Estas dos especies de 
levaduras proporcionan modelos complementarios para el estudio de ceiulas 
eucanotas simples y de facil estudio, Los centrómeros de S. pombe se extierv 
den de 40 a 100 kb de ADN; son aproximadamente mil veces mas largos que 
los de S, cerevisiae. Se componen de un centro de 4 a 7 kb de una sola copia 
de ADN flanqueada por secuencias repetitivas (Fig, 4,21 B). Tanio el centro 
como las secuencias repetitivas flanqueantes son necesarios para el funciona- 
miento del centrómero, por ilo que los centrómeros de S. pombe parecen ser 
considerablemente mas comptejos que los de S. cerevisiae. 

Los estudios de un eromosoma de Drosophifa han proporcionado la primera 
descripción de un centrómero en eucariotas superiores Fig. 4,21 C). El centró¬ 
mero de Drosophifa se extiende 420 kb r del cual la mayoria (mas dei 85%) 
consta de dos ADN satelites muy repetitivos eon las secuencias AATAT y 
AAGAG, El resto del centrómero consta de elementostransponibles dispersos, 
que se eneuentran tambien en otros sitios en el genoma de Drosophifa, ademas 
de una region no repetitiva de ADN rica en AT, La delectón de las secuencias 
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satelites y de los elementos transponibles, ademas del ADN no repetitivo. redu- 
ce la acttvidad del centrómero en los ensayos funcionales. Por tanto ; las se¬ 
cuencias repetitivas y no repetitivas parecen contribuir a la formación del cineto- 
coro y a la fund on del centrómero, Los centrómeros de Arabidopsis tambien 
parecen ocupar de 500 a 1.000 kb y consisten principalmente en secuencias 
altamente repetitivas. 

Los centrómeros de mamiferos se caracterizan por las extensas regiones de 
heterocromatina que consisten en secuencias de ADN satelitę altamente repet i- 
tivas. En hu ma nos y otros primates la secuenda centromerica prindpal es e! 
ADN satelitę ^ que es una secuenda de 171 pares de bases situada en repeti- 
ciones en tandem que pueden abarcar hasta milfones de pares de bases. Se ha 
visto que el ADN satelitę y une proteinas asodadas al centrómero, y expenmen- 
tos recientes han demostrado que la zona del satelitę y. centromerico del cromo- 
soma X humano es suficiente para actuar como un centrómero funcional. Sin 
embargo, tambien se han descrito cromosomas humanos anómalos eon centró¬ 
meros funcionales que carecen de ADN satelitę z, de modo que las necesida- 
des exactas para ta correcta fundón del centrómero en los eucahotas superio- 
res siguen siendo desconocidas. 


Figura 4.21 

Centrómeros de S. cerevisiae , S. pom- 
be y Drosophila melanogaster. (A) Las 

secuencias del centrómero de S. cerevi- 
siae (CEN) se componen de dos secuen¬ 
cias conservadas cortas (CDEI y CDEIII) 
sępa rad as por 78 a 86 pares de bases (pb) 
de ADN rico en AT (CDEI!). Las secuen¬ 
cias mostradas son secuencias consenso 
derivadas del analisis de las secuencias 
de los cemtrónneros de cromosomas mdi- 
viduates de !evaduras. Pu = AoG;x = Ao 
T; y = cualquier base, (8) Se ilustra la on 
ganización de las secuencias del centró¬ 
mero del erom osom a II de $. pombe. El 
centrómero consiste en un grupo central 
(CC) de secuencia unica de ADN, rodea- 
do por repeticiones en tandem de tres ele¬ 
mentos de secuencia repetitivos {B. K. y 
L). (C) El centrómero de Drosophila con¬ 
siste en dos secuencias satelitę, elemen¬ 
tos transponibies y ADN no repetitivo. 


Telómeros 

Las secuencias situadas al finał de los cromosomas de eucahotas, llamados teló¬ 
meros, desempeńan un papę! cntico en la replicación y el mantenimiento del cro- 
mosoma. Los telómeros inicialmente se reconocieron como estructuras distintas 
ya que los cromosomas rotos eran altamente inestables en las celulas eucariotas, 
implicando la necesidad de secuencias especificas en las terminaciones cromo- 
sómicas normales. Esto se demostró mediante experimentos en los que los tefó- 
meros del protozoo Tetrahymena fueron ahadidos a los extremos de moleculas 
lineales de ADN plasmidico de levaduras. La suma de estas secuencias de ADN 
telomerico permitió a estos plasmidos replicarse como cromosomas lineales igual 
que las moleculas en las levaduras, demostrando directamente que los telómeros 
son necesarios para la replfcación de las moleculas lineales de ADN. 
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Figura 4.22 

Estructura de un telómero. El ADN telomerico forma un bucie 
sobre si mismo para formar una estructura circular que se asocia 
eon un numero de proteinas que protegen los extremos de los ero- 
mosomas. 


Las secuencias de ADN de los telómeros de los eucariotas son similares, 
presentando repeticiones de una secuencia simple de ADN que contiene gru- 
pos de residuos de G en una hebra {Tabla 4.4). Por ejemplo, la secuencia de las 
repeticiones de los telómeros en humanos y en otros mam fferos es AGGGTT, y 
la repetición telomerica en Tetrahymena es GGGGTT, Estas secuencias se re- 
piten cientos o miles de veces, por tanto extendiendose hasta vartas kilobases, 
y terminando eon un resto de ADN de hebra unica. Las secuencias repetidas del 
ADN telomerico f orman bucles al finał de los ero mosomas ademas de unir un 
cierto numero de proteinas que protegen los extremos del cromosoma de ta 
degradación o de ser unidos {Figura 4.22}. 

Los telómeros desempenan un papę! importante en la replicación de los ex- 
tremos de las moleculas de ADN linear (vease Cap. 5). La ADN polimerasa es 
capaz de extender una cadena de ADN en crecimiento pero no puede iniciar la 
sintesis de una nueva cadena al finał de una molecula linear de ADN, Como 
consecuencia, las terminaciones de los cromosomas lineales no pueden ser 
replicadas por la ADN polimerasa en condiciones normales. Este problema se 
ha solucionado mediante la evolución de un mecanismo especial, que implica la 
actividad de la transcriptasa inversa, para replicar las secuencias de ADN telo¬ 
merico. El mantenimiento de los telómeros parece ser un factor importante a la 
hora de determinar las expectativas de vida y la capacidad reproductiva de las 
celulas, por lo que los estudios de los telómeros y de la telomerasa son prome- 
tedores al respecto de nuevos datos sobre cuestiones como la edad y el cancer. 

TABLA 4,4- ADN telomericos r 


Organismo 


Levaduras 

Saccharomyces 

cerevisiae 

Schizosaccha romyces 
pombe 

Rrolozoo 

Tetrahymena 

Dyctiosteiium 

Planta 

Arabidopsis 

Mamifero 

Humano 


Secuencia 

telomerica 

repetida 


G,- a T 

G 2 .. 5 TTAC 

GGGGTT 

G 1fi A 

AGGGTTT 

AGGGTT 


Secuencias de los genomas completos 

Algunos de los esfuerzos mas excitantes en la biologia molecularson los dirigu 
dos actualmente hacia la obtención y analisis de las secuencias completas de 
nucleótidos del genoma humano y de los genomas de diversos modelos de 
organ ismos, incluyendo a £T. coli, Saccharomyces cerevisiae. Caenorhabditis 
elegans , Drosophila, Arabidopsis y el ratón (Tabla 4.5), Los resultados de la 
secuenciaclón de genomas completos nos han llevado mas alla de la caraeteri- 
zación de genes individuales hasta una visión global de la organizadón y conte- 
nido genico de genomas completos En principio, este enfoque posee el potem 
ciał de identificar a todos los genes de un organismo, que por tanto, se volveran 
accesibles a investigaciones sobre su estructura y función. Sin embargo, apren- 
der como interpretar una cantidad tan inmensa de datos generados por la se- 
cuenciación de genomas completos supone nuevos retos, y ha dado lugar a 
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TABLA 4.5. Resumen de los genomas secuenciados 


Secuencia 

Ta mań o del Nu mero de codificadora 

Orgamsmo genoma (Mb} a genes de proteinas 


Bacterias 


Mycoplasma genitalium 

0,58 

470 

89% 

H. influenzae 

1,8 

1,743 

89% 

E. coli 

4,6 

4,288 

88 % 

Levaduras 

C. c&r&ł/isiae 

12 

6000 

70% 

S, pombe 

12 

4,800 

60% 

lnvertebrados 

C, elegans 

97 

19,000 

25% 

Drosophifa 

180 

13.600 

13% 

Plantas 

Arabidopsis thafiana 

125 

26.000 

25% 

Arroz 

440 

30.000-50.000 

-10% 

Manniferos 

Humano 

3.200 

30.000-40.000 

1-1,5% 


' Mb = millones de pares de base. 


una nueva area de estudio denominada bioinformatica, que se encuentra en el 
interfaz entre la biologia y la informatica y esta enfocada hacia el desarrollo de 
los metodos computacionales necesarios para analizar y obtener información 
biológica util, a partir de la secuencia de miles de millones de bases que compo- 
nen un genoma tan grandę como el humano. Aunque queda mucho por apren- 
der, las secuencias de genomas que ya estan disponibles han proporcionados a 
los cientificos una base de datos unica, consistente en las secuencias de nu- 
cleótidos de grupos completos de genes. Debido a que muchos de estos genes 
no habian sido eon anterioridad identifteados, la determinación de sus funciones 
constituira la base de futuros estudios en biologia celular. 

Gettom as procariotas 

Ahora conocemos las secuencias completas del genoma de mas de sesenta 
bacterias diferentes, y aun mas estan en proceso de ser determinadas. La prt- 
mera secuencia completa de un genoma celular, anunciada en 1995 por un 
equipo de investigadores dirigido por J. Craig Venter t fue el de la bacteria Hae- 
mophifus inffuenzae, un habitante comun del tracto respiratorio humano. El ge¬ 
noma de H inffuenzae tiene aproximadamente 1,8 x IG 6 pares de bases (1,8 
megabases o Mb), un poco menos de la mitad del tamańo del genoma de E 
coli. La secuencia completa de nudeótidos indicó que el genoma de H. inffuen¬ 
zae es una molecula clrcular compuesta por 1,830.137 pares de bases. La se¬ 
cuencia fue analizada para identificar los genes que codifican los ARNr, ARNt y 
proteinas. Las regiones potenciales codificadoras de protemas se identificaron 
mediante el analisis por ordenador de la secuencia de ADN para detectar las 
fases de tectura abiertas —tramos largos de secuencia de nudeótidos que pue- 
den codificar polipeptidos ya que no contienen ninguno de los tres codones de 
terminación de la cadena (UAA, UAG, y UGA)—. Debido a que estos codones 
de terminación de la cadena aparecen aleatoriamente una vez cada 21 codones 
(3 codones de terminación en un total de 64), los marcos de lectura abiertos que 
se extienden mas de cień codones normalmente representan genes funcionales, 
Este analisis identiflcó seis copias de genes ARNr, 54 genes ARNt diferen¬ 
tes, y 1,743 regiones potenciales codificadoras de protemas en el genoma de H. 
inffuenzae ( Fig, 4,23). De estas, mas de mil pueden tener un papel biológico (p. 
ej,, una enztma del ciclo del acido citrico) en base a su relación eon secuencias 
de proteinas conocidas, pero los otros representan genes de funciones no co- 
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Ftgura 4.23 

Genoma de Haemophitus influenzae. 

Las regiones codificadoras de proteinas 
predecibles se designan eon las bar ras de 
col-ores. Los numeros indican pares de 
bases de ADN. {De R. D. Flersehmann et 
al., 1995. Science 269: 496.) 


1.800.000 



nocidas hasta ahora. Las secuenoias codificantes esperadas tienen un tamaho 
medio de aproximadamente 900 pares de bases, por lo que cubren unas 1,6 Mb 
de ADN. correspondiendo a casi un 90% del genoma de H. influenzae. 

La secuencia completa del genoma de Mycoplasma genitaliom es de parti- 
cular interes puesto que los micoplasmas son las bacterias mas simpies pre- 
sentes hoy en dia y contienen los genomas mas peguehos de todas las celulas 
conoddas. El genoma de M. genitaliom es de tan solo 580 kb (0,58 Mb) de largo 
y debe representar el menor juego de genes necesarios para mantener la repli- 
cadón propia de un organismo. El analisis de su secuencia de ADN indica que 
M. genitaliom contiene 470 secuenoias codificadoras de proteinas . que corres- 
ponde aproxiimadamente al 88% del ADN genómico (Fig. 4 21). Muchas de 
estas secuenoias fueron identificadas como genes codificadores de proteinas 
implicados en la replicación del ADN, transcripción, traducción, transporte a tra- 
ves de membranas y metabolismo energetico. Sin embargo, M. genitaliumcon¬ 
tiene menos genes para enzimas metabólicas que H.influenzae, mostrando un 
metabolismo mas limitado. Por ejempfo, muchos genes conocidos que codifi- 
can componentes de procesos biosinteticos no se eneuentran en el genoma de 
M. genitaliom, probando su necesidad de obtener precursores de aminoacidos 
y nucieótidos de un organismo huesped, De forma interesante, el genoma de 
Mycoplasma tambien incluye aproximadamente 150 genes eon función desco- 
noctda. Por tanto, inctuso en las celulas mas simpies, los papeles bioiógicos de 
muchos genes continuan por determinarse. 

La secuencia del genoma de la arqueobacteria Metanococcus jannaschii , 
anunciado en 1996 f aportó una nueva visión sobre las relaciones evolutivas entre 
las arqueobacterias. eubacterias y los eucariotas. El genoma de M. jannaschii 
tiene 1,7 Mb y contiene 1.738 supuestas secuencias codificadoras de proteinas 
—similar en tamańo al genoma de H. influenzae—. Sin embargo, sofamente alre- 
dedor de un tercio de ias secuencias codificadoras de proteinas identificadas en 
M. jannaschiie staban relacionadas eon genes conocidos de eubacterias o euca¬ 
riotas, demostrando la eomposición genetica diferente de ias arqueobacterias. 
Los genes de M, jannaschii codificadores de proteinas implicados en la produc- 
ción de energia y en la biosintesis de los constituyentes de la celula estan rela- 
cionados eon los de las eubacterias, io que sugiere que el proceso metabólico 
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basico evolucionó a partir de un antepasado comun de las arqueobacterias y 
eubacterias. Es Importante, sin embargo, que los genes de M. jannaschii codifica- 
dores de proteinas implicados en la replicación deS ADN, transcripcion, y traducción 
estśn mas relacionadoscon los eucariotas que eon las eubacterias, La secuen¬ 
ciación del genoma de esta arqueobacterla indica por tanto que las arqueobae- 
terias y los eucariotas eomparten una linea comun de descendencia evolutiva y 
que estan mas relacionados entre si que eon las eubacterias (vease Fig. 1,8), 

Aunque la relativa simplicidad y facilidad de la genetica de E. coli lo ha conver- 
tido en un organismo favorable para !a biologia molecular, el genoma de 4,6 Mb 
de E coli no se completó hasta 1997. El analisis de la secuencia de E coli revela 
un total de 4.288 genes, eon un 88% del genoma representado por secuencias 
codificadoras de proteinas. De los 4.288 deseubiertos mediante secuenciación, 
1.835 habian sido identificados eon anterioridad y las funciones de 821 pudieron 
ser deducidas por comparaciones eon las secuencias de genes ya descritos en 
otros organismos. Sin embargo, las funciones de 1.632 genes de E. coli (cerca 
del 40% del genoma) no pudieron ser determinadas. Por tanto, inciuso para un 
organismo tan estudiado como E coli T la secuenciación genómiea demuestra 
que aun queda mucho por deseubrirse en la biologia celular de los procariotas, 

Ł7 genoma de leimduras 

Como ya dijimos anteriormente, el genoma eucariota mas sencillo (1,2 x 1Q 7 
pares de bases de ADN) se eneuentra en la levadura Saccharomyces cerevisiae. 
Ademas, las levaduras crecen rapido y son objęto de manipulaciones geneticas 
simples. Por tanto, las !evaduras son un modelo de celula eucariota que puede 
ser estudiada eon rnayor facilidad que las celulas de los mamiferos u otros 
eucariotas superiores. Como consecuencia, la secuenciación completa de un 
cromosoma de levadura en 1992 (Fig. 4.22), seguida de la determinación de \a 
secuencia completa del genoma en 1996, representaron los pasos mas impor- 
tantes en el entendimienio de la biologia molecular de las celulas eucariotas. 

El genoma de S. cerevisiae contiene unos 6.000 genes, incluyendo 5.885 
supuestas secuencias codificadoras de proteinas, 140 genes de ARN ribosómi- 
cos, 275 genes de ARN transferente y 40 genes codificadores de pegueńos 
ARN nucleares implicados en el proeesamiento del ARN (discutido en el Cap. 
6). Las levaduras tienen, por tanto, una alta densidad de secuencias codificado¬ 
ras de proteinas, similar a los genomas bacterianos, que representan aproxima- 
damente el 70% del ADN total de la levadura. De aeuerdo eon esto, los genes 
de S. cerevisiae que contienen intrones normalmente tienen un unico intrón 
pequeho cerca del principio del gen. 

El analisis por ordenador fue capaz de asignar una supuesta función a aproxi- 
madamente 3.000 de las secuencias codificadoras de proteinas de S. cerevtsiae 
basado en las similitudes eon las secuencias de genes conocidos, En base al 
analisis de estos genes, resultó que aproximadamente el 11 % de las proteinas 
de fevaduras funebna en el metabolismo, 3% en la producción y almacenaje de 
la energia metabólica, 3% en la replicación del ADN. reparación, y recombina- 
ción, 7% en la transcnpción, 6% en la traducción, y un 14% en la clasificación y 
transport© de proteinas. Sin embargo, las funciones de muchos de estos genes 
se conocen solamente en terminos generales (como «factores de transcripción»)> 
de tal forma que su función especifica dentro de la celula aun necesita ser deter- 
minada. Ademas, debido a que la mitad de las proteinas codificadas por el geno¬ 
ma de las levaduras no estaban relacionadas eon los genes o fases de lectura 
abiertas descritos eon anterioridad, es necesario deseubrir mediante analisis ge- 
neticos y bioquimicos las funciones de otras 3.000 proteinas desconocidas. 

La secuencia del genoma de S, cerevtsiae ha sido seguida recientemente por 
la secuencia del genoma de la levadura de fisión, S. pombe. Como se ha descrito 
previamente en este capitulo, S. cerevisiae y S* pombe son bastante divergentes 
y diferentes en muchos aspectos de su biologia, incluyendo la estructura de sus 
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Figura 4.24 

Cromosoma III de levaduras. Las ba- 

rras superiores azules designan los clo- 
nes utilizados para la secuenciación del 
ADISL Los marcos abiertos de lectura o fa- 
ses de lectura abiertas se indican eon fle- 
chas, (De S. G. Oliver et aL. 1992. Naturę 
357: 38.) 


eentrómeros (Fig 4.21). Es interesante notar que sus genomas tambien mues- 
tran diferencias considerables, A pesar de que tanto S. cerevisiae como S, pom¬ 
be poseen aproximadamente la misma cantidad de ADN de secuencia unica 
(12,5 Mb) t S pombe parece contener solo unos 4.800 genes. Los intrones son 
mucho mas prevalecien1es en S, pombe que en S. cerevisiae. Aproximadamente 
el 43% de los genes de S. pombe contienen intrones y 'estos son mayores que 
los de S. cerevisiae, de modo que la secuencia codificadora de proteina consti- 
tuye aproximadamente el 60% del genoma de S. pombe . La mayorfa de los 
genes de S. pombe poseen homólogos en el genoma de S. cerevisiae, pero 
aproximadamente 700 genes son exclusivos de S . pombe. 

Ahora que se han completado las secuencias de los genomas de levaduras, 
la determinación de las funciones de los muchos nuevos genes descritos tanto 
para S. cerevisiae y S. pombe es u na objetivo principal. Afortu nada menie, las 
levaduras resultan muy manejables para llevar a cabo el analisis funcional de 
los genes desconocidos debido a la facilidad eon la que los /oc/cromosómScos 
nomnales pueden ser desactivados por recombinación homóioga eon secuen- 
cias clonadas (vease Fig. 3.39). Por tanto, sistematicamente se puede aplicar 
un analisis funcional directo a fos genes de las levaduras que infcialmente fue- 
ron identificados en función de su secuencia de nucleótidos. La secuenciación 
del genoma de las levaduras ha abierto la puerta al estudio de nuevas areas de 
la biologia de esta celula eucariota simple. Se espera que estos estudios descu- 
bran las funciones de muchos genes nuevos que no son excfusivos de las leva- 
duras sino que son comunes a todos los eucariotas, incluyendo a los humanos. 
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Los genomas de Caenorhabditis elegans u Drosophila melanogaster 

Los genomas de C, elegans y Drosophila son genomas animales relativamente 
sencillos, [ntermedios en łamano y complejidad entre las levaduras y los huma- 
nos. Caracteristicas distintivas de cada uno de estos organismos los convierte 
en modelos importantes para el analisis genómico: C. elegans ha sido utilizado 
ampliamente en estudios de desarrollo animales y Drosophila ha sido especiaL 
mente bien analizado geneticamente. Los genomas de estos organismos, sin 
embargo, son aproximadamente diez veces mayores que los de levaduras P in- 
troduciendo un nuevo orden de dificultad en el mapeo y la secuenciación geneti- 
ca. La determinación de la secuencia de C. elegans en 1998 representó, por 
tanto, un hito importante en el analisis genómico, que extendió la secuenciación 
genómica desde los organismos unicelulares (bacterias y levaduras) a un orga- 
nismo multiceiular reeonocido como modelo importante del desarrollo animal. 

Las fases iniciales del analisis del genoma de C. elegans se utilizaron frag- 
mentos de ADN clonados en cosmidos, que situaron inserciones de ADN de 
unas 40 kb (vease Fig. 3.23). Este paso, sin embargo, no fue capaz de cubrir el 
genoma completo, eon lo que fue sustituido por la clonación de piezas de ADN 
mucho mas largas en vectores de cromosomas artificiales de levaduras 
(YAC; del ingles, yeastartificial chromosome) (Fig. 4.23). La unica caracteristi- 
ca de los YAC, es que contienen centrómeros y teiómeros, permitiendo su repli- 
cación como cromosomas lineales en levaduras. 

Se pueden utilizar, por tanto, para clonarfragmentos de ADN del tamano del 
ADN eromosómico de las levaduras-miles de kilobases de longitud. Las inser- 
ciones de largos fragmentos de ADN clonados en los YACs son esenciaies en 
el mapeo de genomas complejos. 

El genoma de CL elegans comprende 97 x IG 6 pares de bases y contiene 
19.099 supuestas secuencias codificadoras de proteinas-aproximadamente 
tres veces el numero de genes en levaduras y un guinto del numero de genes 
calculado en humanos. Al contrario de la organización compacta del genoma de 
!evaduras, los genes en C. elegans se extienden unas 5 kilobases y contienen 
una media de cinco intrones. Las secuencias codificadoras de proteinas repre- 
sentan, por tanto, solamente el 25 % del genoma de C. elegans, comparado eon 
el 70% de las levaduras y cerca del 90% de los genomas bacterianos. 

Aproximadamente el 40% de las supuestas proteinas de C. elegans mues- 
tra similitudes significativas eon las proteinas conocidas de otros organismos. 
Como se esperaba, existen mas similitudes entre las proteinas de C. elegans y 
de los humanos que entre C, elegans y las !evaduras o bacterias. Las proteinas 
que son comunes entre C. elegans y levaduras podrian funcionar en los proce- 
sos celulares basicos compartidos por estos organismos, como ei melabolismo, 
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Figura 4.25 

Et genoma de C* elegans . Las posicio- 
nes predichas de ios genes de C. elegans 
sobre cada cromosoma estan indicadas 
por barras rojas. Aquellas que son simila- 
ros a los genes de levaduras se indican en 
violeta. {De The C. elegans Seguencing 
Consortium. 1998. Science 282:2012.) 
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repltcación de! ADN, transcripción, traducción y clasificación de proteinas. Es- 
tos procesos biológicos esenciales parecen estar llevados a cabo por un nume- 
ro parecido de genes en ambos organismos, siendo posible que estos genes 
sean compartidos por todas las celulas eucariotas. Por el contrario, ia mayona 
de los genes de C. elegans no se encuentran en levaduras y funcionan en las 
actividades reguladoras mas complicadas necesarias para el desarrollo de los 
organismos muiticeiulares. El descubrimiento de estos genes parece ser parti- 
cularmente excitante en terminos del conocimiento del desarrollo animal. Aun- 
que los adultos de la especie C. elegans tienen u na longitud aproximada de 
1 mm y confienen solamente 959 celulas somaticas en el cuerpo entero. pre- 
sentan todas las celulas especializadas que se puedan encontrar en animates 
mas complicados. Ademas, se ha descrito el patron completo de las divi$iones 
celulares que conducen al desarrollo de C. elegans , incluyendo el analisis de las 
conexiones hechas por 302 neuronas en el animal adulto. Muchos de los genes 
involucrados en el desarrollo y diferenciación de C. elegans se ha encontrado 
que estan reiacionados eon genes implicados en el control de la diferenciación y 
profiferación de las celulas de los mamiferos, sustentando la validez de C. efe¬ 
gans como modelo de anlmales mas compiejos. Sin ningunaduda, los estudios 
de secuenciación del genoma de C. elegans seguiran deseubriendo genes pri- 
mordiales en el control del desarrollo celuiar. 

Drosophila es otro modelo clave para el desarrollo animal, el cua! ha sido 
descrito geneticamente en detaile, Las ventajas de Drosophila para ef analisis 
genetico incluyen su genoma relativamente simple y el hecho de que puede ser 
manteniday criadaen el laboratorio. Ademas, Drosophila aporta un instrumento 
especial para el analisis genetico en los cromosomas politenicos gigantes 
que se encuentran en algunos tejidos como las glandulas salivares de la larva. 
Los cromosomas se forman en las celulas que no se dividen como consecuem 
cia de la replicación repetitiva de las hebras de ADN que no se pueden separar 
la una de la otrą. Por tanto, cada cromosoma politenico contiene cientos de 
molecuias de ADN identicas alienadas en paralelo. Debido a su łamano, estos 
cromosomas politenicos son visibles al microscopio óptico, y eon tecnicas de 
tindón apropiadas se puede distinguir un patron de bandas (Fig. 4.26). El ban- 
deo de los cromosomas politenicos proporciona un mayor grado de resolución 
que ef obtenido por los cromosomas de metafase (p. ej. t vease Fig. 4.17). Los 
cromosomas politenicos son cromosomas de interfase descondensados que 
contienen genes expresados activamente, Son visibles mas de 5.000 bandas, 


Figura 4.26 

Cromosomas politenicos en Orosophb 

la, Micrografia óptiea de cromosomas te- 
ńidos de la glandula salivar. Los cuatro 
cromosomas (X, 2 r 3 y 4) estan unidos por 
sus centrómeros. (Peter J. Bry ant/Biolog i- 
cal Photo Service.) 
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Gada una de ellas correspondiente a un tama no aproximado de 20 kb de ADN. 
Por et contrario, las bandas identifieadas en los cromosomas de metafase hu- 
manos contienen varias megabases de ADN. 

El patron de bandas de los cromosomas politenicos propordona un mapa de 
alta resolución det genoma de Drosophila. La deleción de genes se puede relacio- 
nar eon la perdida de una banda cromosómica especffica, definiendo por tanto la 
localización fisica del gen en el cromosoma, Ademas. los ADNs clonados pueden 
mapearse por hibridación in situ de los cromosomas politenicos, eon frecuencia 
eon una resolución sufieiente para localizar los genes clonados en las bandas 
especifieas (Fig, 4,27). Por tanto, las posiciones en el mapa de los clones de 
cósmidos o de los YACs (que ocupan muchas bandas) pueden determinarse eon 
facilidad, proporcionando la base para el analisis de ia secuencia genómica. 

Dębi do a! pod er de la genetica de Drosophila , la secuenciación co m pieta del 
genoma de Drosophila al comienzo del ano 2000 fue uno de los pasos mas 
importantes en e! analisis genómico, El genoma de Drosophila consiste en 
180 x 10 fc pares de bases, de las que un tercio es heterocrormatina. La hetero^ 
cromatina consiste principalmente en repeticiones satelitę de secuencia senci- 
Łla. ademas de elementos transponibles dispersos, y no se incluyó en la secuen¬ 
ciación genómica. Las restantes 120 x 10 B pares de bases de eucromatina 
fueron secuenciadas empleando una combinaclón de clones de cromosomas 
bacterianos artificiales (BAC), que portan grandes insertos de ADN, y un meto- 
do de escopeta en el que pequeńos fragmentos de ADN son clonados al azar y 
secuenciados en veetores plasmidicos. Las secuencias de estos pequeńos frag~ 
mentos de ADN fueron organizadas a continuación en una larga secuencia contL 
gua medianie la identificación de secuencias comunes entre fragmentos, y estas 
organizaciones de secuencias alineadas eon los clones BAC para dar lugar a 
una secuencia completa de la porción eucromatica del genoma de Drosophila . 

El genoma de Drosophila contiene aproximadamente 13.600 genes. eanti- 
dad un tanto interior al nu mero de genes en C. eiegans. Al igual que C. elegans ; 
los genes de Drosophila contienen un promedio de 4 intrones, y la cantidad total 
de secuencias tntrónicas es simllar a la cantidad de secuencias exonicas. En 
total, las secuencias codificadoras de protetnas constituyen aproximadamente 
el 13% del genoma de Drosophila . A pesar de que Drosophila contiene menos 
genes que C, elegans , es importante notar que muchos de los genes se en- 
euentran repetidos en ambos organismos. Cuando se tienen en cuenta estas 
duplicaciones, parece que el numero de genes unicos es similar tanto en Dro¬ 
sophila como en C. elegans —-entre 8.000 y 9.000—. Aproximadamente un 20% 
de los genes de Drosophila estan relacionados eon genes presentes tanto en 
lewadurascomo en C. elegans— las proteinascodificadas por estos genes pue¬ 
den realizar funciones que son comunes a todas Sas celulas eucariotas—. Otros 
genes de Drosophila estan relacionados eon genes encontrados en C. elegans 
pero no en levaduras, mientras que otros genes son exclusivos de Drosophila. 

Resulta especialmente llamativo que un ani mai complejo como Drosophila 
sólo contenga aproximadamente el dobie de genes unicos que los encontrados 
en las levaduras, que parece un organismo mucho mas sencillo, Aparentemen- 
te, la complejidad de los organismos multicelulares no esta simplemente rela- 
cionada eon un mayor numero de genes. Parte del ineremento en complejidad 
biológicade Drosophila y C. elegans puede deberse al hecho de gue sus proteb 
nas son en generał mas grandes y contienen mas dominios funcionales que las 
proteinas de levaduras. Mas estudios y analisis funcionales de los genes gue se 
han deseubierto mediante la secuenciación de los genomas de Drosophila y C. 
elegans jugaran un papę! muy importante en la comprensión de las formas en 
gue estos genes actuan para dirigir el complejo proceso del desarroflo animal. 



Figura 4.27 

Hibridación in situ de un cromosoma 
polilenico de Drosophila. Se i lustra la 
hibridación de un don de YAC eon un cro¬ 
mosoma politenico. La region de la hibri¬ 
dación se indica eon una flecha. (Cortesia 
de Daniel L. Hartl, Harward Uniwersity.) 


Genomas de plantas 

Al completar la secuencia del genoma de Arabidopsis thaliana en e! a ho 2000 
se extendió la secuenciación genómica de los animales a los yegetales, y fue, 
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por tanto, un hec ho muy importante en la biologia vegetal. Arabidopsis thatiana 
es una planta sencilla, fanerógama, ampliamente utilizada como modele en es™ 
tudios de biologia molecular y del desarrolło de planfas. Sus ventajas como 
organismo modelo para la biologia molecular y la genetica incluyen su genoma 
relativamente pequeńo de aproximadamente 125 x IG 8 pares de bases, similar 
en tamano a los genomas de C. elegans y Drosophifa. Al igual que el genoma 
de Drosophifa , el genoma de Arabidopsis fue secuenciado principalmente me¬ 
dianie el uso de vectores BAC para acomodar grandes insertos de ADN. 

Sorprendentemente, el analisis del genoma de Arabidopsis indicaba que 
contenia aproximadamente 26,000 genes codificantes de proteina —significati- 
vamente mas genes que fos encontrados en C. etegans o en Drosophifa —. Sin 
embargo, este numero inesperadamente elevado de genes no refleja una ma* 
yor diversidad de proteinas codificadas por el genoma de Arabidopsis. Por e! 
contrario, parece que el elevado numero de genes de Arabidopsis es el resulta- 
do de duplicaciones de grandes segmentos del genoma de Arabidopsis. Estas 
duplicaciones implican aproximadamente a un 60% del genoma, de modo que 
el numero de genes codificantes de proteina diferentes en Arabidopsis se esti™ 
ma en torno a unos 15.000 —similar al numero de genes en C. efegans o Dro - 
sophila. 

La densidad genica de Arabidopsis tambien es similar a la de C. elegans , 
eon secuencias codificantes de proteina responsables de aproximadamente el 
25% del genoma de Arabidopsis . Como media, los genes de Arabidopsis tienen 
aproxlmadamente 4 intrones, y la longitud totał de las secuencias intronicas 
es aproximadamente igual a la longitud tota! de las secuencias exómcas. Los 
elementos transponibles constituyen un 10% del genoma de Arabidopsis. Al igual 
que en Drosophifa, las repeticiones de elementos transponibles se eneuentran 
agrupadas en los centrómeros junto eon las secuencias repetitivas satelitę. 

Un analisis comparativo de las funciones de los genes de Arabidopsis ha 
revelado tanto similitudes como diferencias interesantes entre los genes de ani- 
males y plantas. Los genes de Arabidopsis implicados en procesos celulares 
fundamentales como la replicación del ADN, reparación, transcripcion, traduc- 
ción y trafico de proteinas son similares a los de las !evaduras, C. elegans y 
Drosophifa reflejando el origen evolutivo comun de todas las celulas eucarióti- 
cas. Por el contrario, fos genes de Arabidopsis que codifican proteinas impiica- 
das en procesos como ta seńalización celular y el transporte de membrana son 
bastante diferentes de los de las celulas animales, lo que es paralelo a las gran¬ 
des diferencias en cuanto a fisiologia y desarrolło entre animales y pfantas. 
Aproximadamente una tercera parte de todos los genes de Arabidopsis parecen 
ser exclusivos de las pfantas, ya que no se eneuentran en los genomas de 
levaduras y animales. El grupo funciona! mayor de genes de Arabidopsis t corres- 
pondiente a un 22% del genoma, codifica proteinas implicadas en ei metabolis- 
mo y la fotosintesis (Fig. 4.28). Otro grupo grandę de genes (12% del genoma) 
codifican proteinas implicadas en las defensas de la planta. Tambien resulta 
notable el hecho de que Arabidopsis codifica mas de 3.000 proteinas que regu- 
lan la transcripcion (correspondiendo a un 17% del genoma). Este numero de 
proteinas reguladoras genicas (factores de transcripcion) es dos o tres veces 
superior al encontrado en Drosophifa y C. efegans , respectivamente Muchos 
de los factores de transcripcion de Arabidopsis son exclusivos para plantas, 
reflejando presumiblemente las caracteristrcas distintas de la expresión genica 
en el desarrolło de las plantas y en la respuesta de las plantas a su entorno. 

La secuencia de Arabidopsis fue seguida, en el ano 2002, por la publrcaclón 
de las secuencias borrador del genoma del arroz, EJ arroz es de gran importan- 
cia como cereal de cultNo, y es el aiimento base de mas de la mitad de la 
población mundial, de modo que la secuenciación del genoma del arroz posee 
el potencial de conllevar aplicaciones muy significativas en la agricultura y bro- 
tecnologia, Dos grupos de investigación han descrito secuencias borrador de los 
genomas de dos subespecies de arroz: la subespecie indica, que es la subespe- 
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Metabolismo y 
fotosintesis 


Comunicación celular/ 
trans duce ión de la senat 


Trafico de protemas 


Transporte intracelular 


Biogśnesis celular 
Transporte 
Energia 

Sintesis proteicas 
Homeostasis iónica 


Crecimiento celular, división celular 
y sintesis dc ADN 


, Rescate celular, defensa, 
m ue rte ce I u lar, e n ve jęci mi e nto 


Figura 4.28 

Funciones de los genes predichos de 
Arabidopsis thatlana. El di ag rama [lus¬ 
tra la proporción de Arabidopsis en dife- 
rentes categorias funcionales. (De The 
Arabidopsis Genome Initiatiye, 2000. Na¬ 
turę 408:796.) 


cie mas ampliamente eultivada en Chtna y la mayor parte del resto de Asia; y la 
subespecie japonica , qua es la variedad preferida en Japom A pesar de que 
ambas secuencias genómicas se eneuentran actualmente en borradores en 1u- 
gar de en su forma completa, eon muchos huecos en las secuencias que deben 
ser rellenados, proporcionan una gran cantidad de información util. 

El genoma del arroz consiste en unas 440 x 10 6 pares de bases de ADN 

_ casi 4 veces mayor que el genoma de Arabidopsis. Aproximadamente un 

45% del genoma del arroz consiste en secuencias repetitivas, tncluidas repeti- 
dones de secuencia senciila y elementos transponibles. Las estimaciones del 
numero de genes del borrador del genoma del arroz varian entre 32.000 y 
50,000. Estas estimaciones difieren entre grupos de investigación t y seran puti- 
das tras un mayor analisis. De todos modos, parece que el genoma del arroz 
contiene mas genes que Arabidopsis , y posiblemente mas genes de los que 
estan presentes en el genoma hu mano. Al igual que Arabidopsis , el arroz con¬ 
tiene muchos genes duplicados (mas del 70%), que pueden haber surgido 
como resultado de la duplicación de grandes segmentos del genoma. Curiosa- 
mente, mas del 80% de los genes identificados en AraMops/stambien se en- 
cuentra en el arroz Muchos de los genes compartidos entre Arabidopsis y el 
arroz no se eneuentran en genomas de levaduras ni animales y, por !o tanto, 
parecen ser especificos de plantas. Adernas, muchos de los genes predichos 
en el arroz no poseen equivalentes en Arabidopsis , aunque todavfa debe deter- 
minarse si estos genes «predichos» de hecho codifican protemas* A pesar de 
qu@ siguen existiendo muchas preguntas, se espera que ia compleción y anali¬ 
sis continuado de la secuencia del genoma del arroz contribuya no solo a nues- 
tra comprensión de la biologia de plantas, sino tambien a mejoras en la produc- 
ción de cereales que ayudara en la locha contra el hambre mundial. 

Genoma kumano 

Para muchos clenttficos, el objetivo finał del analisis genómlco era la determina- 
ción de la secuencia completa de nucleótidos del genoma humano: aproxima- 
damente 3 x 10 9 pares de bases de ADN, Para comprender la magnitud de este 
objetivo, reeuerde que el genoma humano es mas de diez veces mayor que el 
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Figura 4.29 

Cromosomas humanos. Esquema de los cromosomas de metafase humanos 
mostrando el patron de bandas obtenido despues de la tinción citogenetica. 
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de Drosophiia; que el cromosoma humano mas pequeńo es varias veces supe¬ 
rior al genoma completo de levaduras; y que la longitud extendida del ADN que 
compone el genoma humano es de aproximadamente 1 m de largo. Partiendo 
de todas estas perspectivas T la determinación de ia secuencta del genoma hu¬ 
mano fue un trabajo fenómeno, y su publicación en forma de borrador en el ano 
2001 se ha considerado como un logro cientffico de magnitud histórica. 

El genoma humano se distribuye a lo largo de 24 cromosomas (22 autoso- 
mas y 2 cromosomas sexuales), donde cada uno contiene entre 45 y 280 Mb de 
ADN (Fig. 4,29). Antes de la determinación de la secuencia del genoma, varios 
miles de genes humanos habian sido identificados y mapeados en posiciones 
de los cromosomas humanos, Un metodo empleadocon freeuencia para locali- 
zar genes es la hibridación in situ de sondas marcadas eon colorantes fluores- 
centes a los cromosomas —un metodo generalmente denominado hibridación 
de fiuorescencia in situ , o FISH (fluorescent in situ hybridization) (Fig. 4.30). 
La hibridación in situ a los cromosomas en metafase permite el mapeo de un 
gen clonado a un loeus definido medianie una banda cromosómica. Ya que 
cada banda de los cromosomas metafasicos humanos contiene miles de kiloba- 
ses de ADN, la hibridación in situ a cromosomas metafasicos humanos no pro- 
porciona la información de mapeo detatlada obtenida eon los cromosomas polu 
tenicos de Drosophiia , que permite la localizacion de los genes a bandas de 
cromosomas en interfase que contienen solo de 10 a 20 kb de ADN, Sin embar¬ 
go, puede obtenerse una mayor resofución medianie la hibridación a cromoso¬ 
mas humanos mas extendidos de celulas en prometafase o en interfase, permi- 
tiendo el uso de la hibridación in situ para mapear genes clonados a regiones de 
unas 100 kb. Ademas del FISH, el analisis de ligamiento genetico y el mapeo 
fisico de secuencias genómicas clonadas y ADNc fueron utilizados para deter- 
minar los mapas fisieos y geneticos del genoma humano. En 1996, los marca- 
dores correspondientes a aproximadamente 30.000 genes habian sido localiza- 
dos en cromosomas humanos, estableciendo una base para la secuenciación 
genómica (Fig. 4.31). 

Las secuencias borrador del genoma humano publicadas en el 2001 fueron 
producidas por dos grupos independientes de investigación. El Internacjonał 
Humań Genome Seguencing Consortium empleó clones de BAC que habian 
sido mapeados a sitios sobre los cromosomas humanos como sustratos para la 
secuenciación. El otro, dirigido por Craig Venter de Celera Genonnics, empleó 
un metodo de escopeta en el que se clonaron y secuenciaron pequenos frag- 


Figura 4,30 

Hibridación fluorescente in situ. Una 

sonda fluorescente del gen que codifica el 
receptor de la lamina B se hibrida eon cro¬ 
mosomas humanos de metafase tenidos 
(azul), Las seńales de hibridación de los 
genes simples son detectadas como fluo- 
rescencia roją, (Gortessa de K L. Wydner 
y J, B. Lawrence, University of Massachu¬ 
setts Medlcal Center.) 
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Figura 4.31 

Mapa transcrito del cromosoma 1 
humano. Los marcadores SIS de los 
clones de ADNc que representan unos 
30,000 genes humanos han sido 
mapeados en los cromosomas humanos. 
Se muestra un mapa representativo del 
cromosoma 1. El histograma de la 
derecha i lustra la dislnbueión de los 
genes a lo largo del cromosoma. (De 
Genome Maps 7, 1996. Science 274; 
547,) 
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Experimento clave 


El genoma humano 


Secuenciación iniciat y AnaMsis dei Genoma Humano 

Internacjonał Humań Genome Sequencing Consortium 
Naturę . Volumen 409, 2001, pagś 860-921 

La Secuencia del Genoma Humano 

J. Graig Venter y otros 273 

Science , Volumen 291, 2001, pags 1304-1351 


Contexto 

La idea de seeuenciar por compieto 
e! genoma humano fue concebida 
en primer lugar a mediado de ios 
anos 80. Inicialmente recibió un 
amplio escepticismo entre los 
btólogos, la mayoria de los cuales 
pensaban que no era un proyecto 
facfible, En ese memento , el 
genoma mas grandę que se habia 
secuenciado por compieto era el 
del virus de Epstein-Barr, que 
ateanzaba un total de 
aproximadamente 180,000 pares 
de bases de AON. Desde esta 
perspectiva, la secuenciación del 
genoma, que era unas 20.000 
veces mas grandę, pareefa 
inconcebible para muchos, Sin 
embargo, la idea de un proyecto tan 
grandę en biologia captó la 
imaginación de otros, incluyendo a 
Charles DeLisi, quien estaba en 
ese momento al mando de la 
Oficlna de Salud e Irwestigación 
Medioambiental en el 
Departamento de Energia. En 
1986, DeLEsi consiguió lanzar la 
lniciativa del Genoma Humano 
como un proyecto del 
Departamento de Energia. 

El proyecto obtuvo mayor apoyo 
en 1988, cuando fue apoyado por 
un comite del Consejo Nacional de 
Irwestigación. Este eomite 
recomendaba un mayor esfuerzo, 
incluyendo la secuenciación de 
genomas de varios organismos 
modelo y el desarrollo paralelo de 
mapas geneticos y fisicos de los 
cromosomas humanos. Este 
esfuerzo se centro en los Institutos 
Nacionales de SaEud, inicialmente 
bajo la dlrecctón de James Watson 
(codescubridor de la estructura de! 
ADN), y despuós bajo el liderazgo 
de Frances Collins. 


El primer genoma compieto que 
se secuenció fue el de la bacteria 
Haemophifus influenzae, reportado 
por Craig Venter y sus 
colaboradores en 1996,Venter 
habia formado parte del proyecto 
de secuenciación genómica en los 
Institutos Nacionales de Salud, 
pero habia pasado a dirigir una 
companta sin animo de lucro, El 
Instituto para la lnvestigaeión 
Genómica, en 1991. Durante este 
tiernpo, se habia conseguido un 
progreso considerabie en el mapeo 
del genoma humano, y la 
secuencia inicial de H , influenzae 
fue seguida de las secuencias de 
otras bacterias, levaduras y C. 
eiegans en 1998, 


En 1998, Venter formo una 
nueva companfa, Celera 
GenomEcs, y anunció sus planes de 
emplear tecnologias avanzadas de 
secuenciación para obtener la 
secuencia completa del genoma 
humano en 3 anos. Collins y otros 
tideres de! proyecto genoma 
financiados eon fondos publicos 
respondieron acelerando sus 
esfuerzos, resultando en una 
carrera que finalmente dto lugar a la 
publicadón de dos secuencias 
borrador del genoma humano en 
febrero del 2001. 

Experimentos 

Los dos grupos de cientificos 
emplearon metodos diferentes para 
obtener la secuencia del genoma 
humano, El equipo financiado eon 
fondos publicos, el Intemacional 
Humań Genome Sequencing 
Consortium, encabezado por Erie 
Lander, secuenció fragmentos de 
ADN derivados de clones BAC que 
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Un genoma diana es 
fragmentado y clonado. 


. .resultando en una 
biblioteca de un veetor de 
clonación de fragmentos 
grandes (BAC). 


Los fragmentos de 
ADN genómico son 
organizados en un mapa 
fisico... 


...y clones BAC indivi- 
duales son seleceiona- 
dos y secuenciados 
medianie la estrategia 
de la escopeta aieatoria. 


Las secuencias de Eos 
clones son ensambEadas 
para reconstruir la 
secuencia del genoma. 


Estrategia para la secuenciación genómica mediante clones de BAC que habian sido 
organizados en grupos solapantes (contiguos) y mapeados a cromosomas humanos. 
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El genoma humano (continuación) 


habfan sido previamente 
mapeados a cromosomas 
humanos, de forma similar al 
metodo empleado para determinar 
la secuencia de los genomas de 
levadura y C. efegans (ver figura). 
Por el contrario, ei equipo de Celera 
Genomics empleó un metodo de 
secuenciación de esoopeta eon el 
genoma completo, que Venter y 
sus colaboradores habfan 
empleado previamente para 
secuenctar el genoma de H. 
inffuenzae. En este metodo, los 
fragmentos de ADN se secuencian 
aieatoriamente, y las repetieiones 
entre fragmentos se emplearon 
para recomponer u na secuencia 
del genoma completo. Ambas 
secuencias cubren sólo la porción 
de eucromatina del genoma 
humano—aproximadamenie 2.900 
Mb de ADN—eon ła porción rica en 
repetieiones de la heterocromatina 


del genoma (aproximada menie 300 
Mb) permaneciendo sin 
secuenciar. 

Es importante reconocer que 
ambas versiones publicadas 
inicialmente son borradores, en 
lugar de secuencias completadas. 
Existen huecos en la secuencia, de 
modo que los borradores 
publicados corresponden a 
aproximadamente el 90% de ia 
secuencia de la porción de 
eucromatina del genoma. Ademas, 
algunos bloques de secuencia en 
los borradores pueden estar 
incorrectamente recompuestos. 

Sin embargo, las secuencias 
obtenidas de estos borradores se 
consideran muy precisas, de modo 
que proporcionan un gran recurso 
para fa biologia y ia medicina. 

Im pac to 

Inmediatamente surgieron muchas 
conclusiones importantes 
a partir de las secuencias 
del genoma humano. En 
primer lugar, el numero 
de genes humanos parece 
estar entre 30.000 y 
40.000 —sustancialmente 
menor que la predicción 
anterior de 100.000—. 
Resulta interesante que el 
procesamiento a!ternativo 
parece ser freeuente en el 
genoma humano, de 


modo que cada gen puede codificar 
una media de tres proteinas 
diferentes. Los intrones constituyen 
en tono al 25% del genoma humano, 
y las secuencias repetitivas un 
60%. Es notable que mas del 40% 
del ADN humano esta compuesto 
por secuencias derivadas de la 
transcripción inversa T lo que resalta 
la importaneia de este modo de 
transferencia de información en la 
formación de nuestro genoma. 

Mas alla de estas conclusiones 
inmediatas, la secuencia del 
genoma humano, junto eon las 
secuencias genómicas de otros 
organismos, proporcionara una 
nueva base para la biologia y 
medicina en los anos venideros. El 
impacto de la secuencia genómica 
se sentira en el deseubrimiento de 
nuevos genes y sus funciones, la 
comprensión de la regulación 
genica, deseubrir la base de 
enfermedades humanas y 
desarrollar nuevas estrategias para 
la prevención y tratamiento 
basados en el fondo genetico de los 
individuos. El conocimiento del 
genoma humano puede en ultima 
instancia contribuir a alcanzar lo 
que Venter y sus colaboradores 
denominan «EI verdadero reto de la 
biologia humana... explicar como 
nuestras mentes han llegado a 
organizar suficientemente sus 
pensamientos para investigar 
nuestra propia existencia.» 



Craig I /enter Erie Lander 


mentos, y las partes repetidas entre segmentos fueron empleadas para organi- 
zar la secuencia del genoma. Ambas secuencias eran inicialmente borradores 
incompletos, en los que aproximadamente el 90% de la porción de eucromatina 
del genoma se habfa secuenciado y organizado. Los esfuerzos posteriores han 
cerrado los vacfos de las secuencias borrador. dando fugar a la compleción de 
una secuencia del genoma humano de alta calidad en el ano 2003. 

La porción de eucromatina genómica secuenciada incluye aproximadamen- 
te 2,9 x 10 6 kb de ADN (Fig. 4.32). El tamańo total del genoma es de aproxima- 
damente 3,2 x 1Q 6 kb, donde el 10% restante del genoma (0,3 x 10 ł " kb) corres- 
ponde a secuencias altamente repetidas de la heterocromatina. Como se ha 
descrito antes en este capitulo, las secuencias repetitivas dispersas, la mayona 
de las cuales son elementos transponibies que se han desplazado por el geno¬ 
ma medianie la transcripaón inversa de intermediarios de ARN, forman aproxi- 
madamente el 45% de la secuencia de eucromatina humana. Otro 5% del geno¬ 
ma consiste en segmentos duplicados de ADN, de modo que en torno al 60% 
del genoma humano consiste en secuencias repetitivas de ADN. 

Una gran sorpresa obtenida de las secuencias genómicas fue el numero 
inesperadamente bajo de genes humanos. El genoma humano parece contener 
sólo 30.000-40,000 genes, lo que es bastante interior a estimaciones anteriores 
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Figura 4.32 

Secuencia del cromosoma 1 łiumano. 

Se indican las posiciones de los genes de aprox!madamente lOO.GOO genes en el genoma humano Por el contrano, 

identificados en la secuencia borrador del parece que los humanos solo poseen en torno al dobie de! numero de genes 

cromosoma 1 humano. (De Internacional que animales mas sencillos como C. elegans o Drosophila . De hecho, los hu- 

Humań Genome Sequencing Consortium, nnanos pueden tener menos genes que el arroz, lo que da enfasis a una de las 

princtpales conclusiones que ha surgido como resultado de la secuenciacion 
genómica; !a complejidad biologica de un organismo no es simplemente una 
función del numero de genes en su genoma. Por otro lado, parece exlstir una 
gran cantidad de procesamiento alternativo en los genes humanos, permitiendo 
a un solo gen especificar mas de una proteina (vease Ffg. 4.5), Del analists 
hasta la fecha, parece que el procesamiento alternativo puede resultar en la 
formactón de tres o mas ARNm a partir de un gen humano promedio, Como 
resultado, los 30.000-40.000 genes humanos estimados codifican 100.000 o 
mas protefnas diferentes. El procesamiento alternatlvo tambien tiene lugar en 
C. elegans y en Drosophila , pero es mucho menos frecuente que en el humano 
El predominio del procesamiento alternativo en humanos puede, por lo tanto, 
conllevar la formación de aproximadamente cinco veces el numero de protefnas 
distintas en humanos que en C. elegans o en Drosophila , 

Los genes humanos se extienden sobre distancias mucho mayores y contie- 
nen mas secuencias intrónicas que los genes de Drosophila y C. elegans . La 
secuencia codificadora de proteina media en los genes humanos es de aproxi- 
madamente 1.400 pares de bases t semejante a los de Drosophila o C. elegans . 
Sin embargo, el gen humano medio abarca unas 30 kb de ADN, donde mas del 
90% correspondea intrones. Asi, aproximadamente el 25% del genoma consis- 
te en intrones, y solo del 1 al 1.5% del genoma humano corresponde a secuen¬ 
cias codificadoras de protefnas. 

Mas del 40% de las protefnas humanas predichas estan relacionadas eon 
protefnas de otros organismos secuenciados, incluyendo a Drosophila y C. efe- 
gans l Muehas de estas protefnas conservadas funcionan en procesos celulares 
basicos, como el metabolismo. replicación y reparación del ADN, transcnpción, 
traducción y trafico proteico. La mayoria de las protefnas que son exclusivas del 
hombre se componen de dominios proteicos que tambien se eneuentran en otros 
organismos, pero estos dominios se organizan en nuevas combinaciones para 
dar lugar a protefnas diferentes en humanos, Comparado eon Drosophila y C. 
elegans , el genoma humano contiene numeros expandidos de genes implica- 
dos en funciones relacionadas eon la mayor complejidad de los vertebrados r 
como la respuesta inmune, el sistema neryioso y la coaguiación sangufnea. 
adennas de una elevación del numero de genes implicados en el desarrollo, 
sehalización celular y regulación de la transcnpcion. 

La secuencia del genoma humano, junto eon las secuencias de otros geno- 
mas, proporciona una riqueza de información que forma un nuevo marco para 
los estudios de biologia celular y molecular. Tal y como se evidenciara en los 
capitulos sucesivos. nuevos genes implicados en muchos procesos celulares 
podran identificarse mediante el anafisis de la secuencia genómica y su compa- 
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raeión eon las secuencias de otros organismos. La expioración de las funciones 
de estos genes, al śgual que de muehos genes nuevos deseubiertos por la se- 
cuenciacion genómica, formara la base de muehos estudios de función celular 
en los próximos ahos. La disponibilidad de la secuencia del genoma humano 
tambien tendra grandes aplieaciones ayudando a descubrlr nuevos genes impli- 
cados en muchas enfermedades que afiigen a ia humanidad, incluyendo el can- 
cer, enfermedades cardfacas y enfermedades degenerativas del sistema ner- 
vioso, como la enfermedad de Parkinson o de Alzheimer. 

Descifrar la secuencia del genoma humano revelara no sofo las secuencias 
codificantes de proteina de los genes, sino tambien las secuencias reguladoras 
que controlan la expresión genica. Tal y como se analiza en capitulos sucesi- 
vos, la regulación de la expresión genica es critica para muehos aspectos de la 
función celular, incluyendo el desarrollo de los organismos multicelulares com- 
plejos. La comprensión de los mecantsmos que controlan la expresión genica 
es un gran reto de la biologia celular y molecular contemporanea, y se espera 
que la disponibilidad de secuencias genómicas contribuyan considerablemente 
a este trabajo. Desgraciadamenie, actualmente es mucho mas dificil identificar 
las secuencias reguladoras genicas que las secuencias codificadoras de protei- 
nas, especialmente en genomas grandes como el humano. Probablemente dL 
chos estudios estaran facilitados por !a comparación de secuencias genómicas 
de organismos relacionados. Por ejemplo, la secuencia recientemente comple- 
tada del genoma del ratón indica, como se esperaba, una gran cantidad de 
conservación entre las secuencias codificadoras de proteinas dei humano y el 
ratón Una conservación parecida de las secuencias reguladoras genicas pue- 
de ayudar a determinar dichas secuencias y comprender su función. 

La disponibilidad de secuencias genómicas adicionales de especies estre- 
cbamente relacionadas tambien nos permitira estudiar la base de las diferen- 
cias entre especies. Por ejemplo, pronto podremos comparar el genoma huma¬ 
no no solo eon el de invertebrados como Drosophila o C. efegans , sino tambien 
eon el de otros mamiferos, como el ratón, y eon otros primates, como el chin> 
pance, Adicionalmente, podremos comparar las secuencias de diferentes indi- 
viduos entre sf. Los genomas de humanos individuales se diferencian en una de 
cada mil bases. El analisis de estas variaciones entre individuos permitira aso- 
ciar genes especificos eon la susceptibilidad a ciertas enfermedades, y permiti- 
ra a tos medicos elaborar estrategias para prevenir y tratar enfermedades espe- 
cificas para el fondo genetico de pacientes individuales, La comparación entre 
genomas de diferentes individuos tambien puede ayudar a elucidar la contribu- 
ción de nuestros genes a otras caracteristicas unicas, como la capacidad atletL 
ca o la inteligencia. y a comprender mejor las interacciones entre los genes y ef 
ambiente que desencadena los complejos comporlamientos humanos. 


RESUMEN 


COMPLEJIDAD DE LOS GENOMAS EUCARIOTAS 

tntrones y exones La mayoria de los genes eucariotas presentan una es- 
tructura dividida en la que los segmentos de secuencias codificadoras o co¬ 
dificantes (exones) estan interrumpidas por secuencias no codificadoras {im 
trones). En los eucariotas complejos, los intrones representan unas diez 
veces mas ADN que los exones. 

Secuencias repetitivas de ADN Aproximadamente el 40 % del ADN de los 
marmferos consiste en secuencias de ADN altamente repetitivas, algunas de 
las cuales estan presentes en 10 5 y 10 6 copias por genoma, Estas secuen¬ 
cias incluyen las repeticiones de secuencia sencifla y los elementos repetitb 
vos que se han desplazado a traves del genoma mediante intermediarios de 
ARN o ADN 


PALABRAS CLAVE 


Gen, secuencia espacial, exón T intfón 
empalme o s płicing de! ARN, 
kilobase (kb), proce sam iento alternativo 


Repetición de secuencia sertcMla, ADN 
satelitę, SINE, LINĘ, retrotransposones, 
transposón de ADN 
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Familia genica, pseudogen, pseudogen 
procesado 


Gromadna, histona. nucleosoma, 
particula central del nucleosoma, 
cromatosoma, eucromatina, 
heterocro malina 


Centrómero, cinetocoro 


Te ló mero 


Bioinformatica 

Megabase (Mb), marco abierto de fectura 
o fasę de lectura abierta 


C rom osom a artificial de levaduras 
(YAC), cromosoma potitenico, 
cromosoma arttficial bacteriano (8 AC) 


Duplicación genica y pseudogenes : Muchos genes eucarióticos estan 
presentes en multiples copias, denominadas familias genicas, que han surgi“ 
do por duplicación de genes ancestrales. Algunos miembros de las familias 
genicas funcionan en tejidos diferentes o durante distintas fases del desarro- 
llo. Otros miembros de las familias genicas (pseudogenes) han sido inactiva- 
dos por mutaciones y ya no representan genes funcionales. Las duplicacio- 
nes genicas pueden ocurrir tanto por duplicación de un segmento de ADN 
como por transcripción inversa de un ARNm, dando Jugar a un pseudogen 
procesado. Aproximadamente ei 5% del genoma humano consiste en seg- 
mentos de ADN duplicados, Adicionalmente, se estima que existen varios 
miles de pseudogenes procesados en ef genoma humano, 

Compostción de ios genomas de fos eucariotas superiores : Solo una 
pequeha fracción deJ genoma en los eucariotas complejos corresponde a 
secuencias codificadoras de proteina. Ef genoma humano se estima que 
contiene 30.000-40.000 genes t donde la secuencia codificadora de proteina 
corresponde solamente al 1-1,5% del ADN, Aproximadamente el 25% del 
genoma humano consiste en intrones, y mas dei 60% esta compuesto por 
secuencias de ADN repetitivas y duplicadas. 

CROMOSOMAS Y CROMATINA 

Gromadna: El ADN de las celulas eucariotas se encuentra envue!to por his- 
tonas que forrnan nucleosomas. La cromatina se puede compactar aun mas 
medianie el plegamiento de los nucleosomas en estructuras altamente orde- 
nadas, incluyendo la condensación de los cromosomas en metafase de las 
celulas entrando en mitosis. 

Centrómeros: Los centrom eros son regiones especializadas de los cromo¬ 
somas eucariotas que sirven como sitios de asociación entre las cromati- 
das hermanas y como sitios de adhesión de las fibras del huso durante la 
mitosis. 

Teiómeros Los telómeros son secuencias especializadas necesarias para 
ef mantenimiento de los extremos de los cromosomas eucariotas. 

SECUENCIAS DE GENOMAS COMPLETOS 

Genomas procariotas ; Los genomas de cerca de una docena de bacterias* 
incluyendo E. coli , ya han sido compietamente secuenciadas. El genoma de 
E coli contiene 4.288 genes, eon secuencias codificadoras de proteinas que 
representan casi el 90% del ADN. 

Secuenciación del genoma de levaduras : El primer genoma eucariota en 
ser secuenciado fue el de S, cerevisiae. El genoma de las levaduras contie¬ 
ne unos 6.000 genes, y las secuencias codificadoras de proteinas represen¬ 
tan aproximadamente el 70% del genoma, El genoma de la levadura de fi- 
sión S. pombe contiene menos genes (unos 5.000) y mas intrones que S . 
cerevi$iae f donde la secuencia codificadora de proteinas corresponde a 
aproximadamente el 60% del genoma de S. pombe . 

Genomas cfeCaenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster: El ge¬ 
noma de C. elegans fue el primer genoma secuenciado de un organismo 
multicelufar. ES genoma de C, elegans contiene unas 19.000 secuencias eo- 
dificadoras de proteina, que corresponden solamente al 25% del genoma, El 
genoma de Drosophila contiene aproximadamente 13.600 genes, eon se¬ 
cuencias codificadoras de proteina correspondiendo al 13% del genoma- A 
pesar de que Drosophila contiene menos genes que C. elegans , muchos 
genes en ambas especies estan duplicados, y parece que ambas especies 
contienen de 8.000 a 9.000 genes umcos. Algunos de estos genes estan 
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compartidos por Drosophila)/ C . efegans , y ievaduras —estos genes pueden 
codificar proteinas eon funciones comunes a todas las celulas eucariotas. 
Sin embargo, la mayoria de los genes de Drosophila y C . el&gans no se 
eneuentran en łevaduras y probablemente funcionan en la regulación y de- 
sarrollo de los animales multicelulares. 

Genomas de pfantas: El genoma de la pequeńa planta angiosperma Arabi- 
dopsis thaiiana contiene aproximadamente 26.000 genes —curiosamente 
mas genes de los encontrados en Drosophifa o en C. el&gans. Sin embargo, 
muchos de estos genes son el resultado de dupNcaciones de grandes seg- 
mentos del genoma de Arabidopsis , de modo que el numero de genes uni- 
cos en Arabidopsis es de unos 15.000. Muchos de estos genes son exc!usi- 
vo$ de plantas, incluyendo genes implicados en la fisiologia, desarrollo y 
defensa de la planta. La secuencia del genoma del arroz es de especial inte¬ 
res para la agricultura porque el arroz es el alimento base de mas de la mitad 
de la población mundial. La secuencia borrador del genoma del arroz estima 
que contiene entre 30.000 y 50.000 genes, muchos de los cuales estan du- 
plicados y pueden Haber surgido por la duplicación de grandes segmentos 
de! genoma. 

Et genoma humano: El genoma humano parece contener 30,000-40,000 
genes —solo el dobie del numero de genes encontrados en animales mas 
sencillos como Drosophila o C, efegans , Sin embargo, el procesamiento al- 
ternalivo parece ser freeuente en el humano, y puede resultar en la produc- 
ción de tres o mas ARNm (y proteinas) a partir de un gen promedio. Mas del 
40% de las proteinas humanas predichas estan relacionadas eon proteinas 
encontradas en otros organismos secuenciados, incluyendo Drosophita y C. 
efegans. Adernas, el genoma humano contiene numeros expandldos de ge¬ 
nes implicados en el sistema nervioso, el sistema inrmune, la coagulación 
sanguinea, e! desarrollo, la seńalización celular y la regulación de la expre- 
sión genica. 


Pr egu n las 

1. Muchos organismos poseen 
tamańos de genoma que son mucho 
mayores de to que su complejidad parece 
requerir. Explica esta paradoja, 

2. ^Cómo fueron deseubiertos los 
intrones y exones durante los estudios de 
ARNm de adenovirus? 

3. ^Cual es la importancia del 
procesamiento afternativo? 

4. ^ Como puede separarse e! AON 
repetitivo de secuencia sencilla del resto 
del ADN nuclear? 

5. £Ćual es la dśferencia entre un 
centrómero y el cinetócoro? 

6. Los centrómeros de levaduras 
forman un ctnetócoro que se une a un 
solo microtubulo, mienlras que la 
mayoria de los animales poseen 
cinetócoros que se u non a unos 20 


microtubulos del huso, ^Córno se 
ref leja n estas diferencias en ia estructura 
de sus centrómeros? 

7. ^Cuales son las dos funciones 
principales de fos telómeros en los 
cromosomas? 

8. Cuando se introduce una secuencia 
centromerica en un plasmido circular y se 
inserta en levaduras, sus genes se 
reproducen y segregan eon norma lidad 
en cada división celular; pero cuando se 
corta en un punto eon una endonucleasa 
de resłricción para crear un cromosoma 
lineal, los genes plasmidicos se pierden 
rapidamente por parte de las fevaduras. 
Explicalo. ^Gue experimento adicional 
realizanas para confirmar tu explicación 
hipotetica? 


Hibridaeión fluorescenfe in situ (FISH) 


9, ^Que es un marco de lectura abierta 
y cual es su importancia en el analisis 
genómico? 

10. ^.Cuanta diferencia existe entre las 
secuencias genómicas de individuos 
humanos? 

11. Las secuencias repelifivas de ADN 
se identificaron porprimera vez mediante 
estudios del calculo de la reasociación 
del ADN. ^Cuales son ios calculos 
relativos de reasociación esperados para 
secuencias repetidas 1.000 veces en el 
genoma comparados eon los genes eon 
una sofa copia? 

12, Aproximadamente se han 
localizado 30.000 ADNc en el mapa del 
genoma humano. ^Cuśf es la distancia 
media entre estos nwcadores? 
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E l proceso BfOLÓGlCO fundamental de la REPROoucciÓN requiere la trans- 
misión fiel de la información genetica de padres a hijos, Portanto, resulta 
esencial la replicación exacta del ADN genómico para ta vida de todas las 
celulas y organismos. Cada vez que una celula se divide, su genoma completo 
debe duplicarse. necesitandose una compleja maguinana para copiar las gran- 
des moleculas de ADN que componen los cromosomas procariotas y eucario- 
tas. Ademas, las celulas han desarrollado mecanismos para corregir los fallos 
que algunas veces se cometen durante la replicación del ADN y para reparar los 
dańos que puedan surgir por !a accion de agentes ambientales, como la radia¬ 
cjom Las anormalidades de estos procesos dan como resultado una replicación 
y un mantenlmienio fallido del ADN genómico —un fallo que puede causar eon- 
secuencias desastrosas, como el desarrollo de un cancer—. 

A pesar de la importancia de la replicación exacta y el mantenimiento del 
ADN, los genomas celulares no son estaticos. Para que las especies evolucio- 
nen, son necesarias mutaciones y reorganizaciones para mantener la variacion 
genetica entre los individuos. La recombinación entre cromosomas homólogos 
durante la meiosis desempena un importante papel en este proceso puesto que 
permite a los genes parentales reorganizarse en nuevas combinaciones en la 
siguiente generación. Las reorganizaciones de las secuencias de ADN dentro 
del genonna se cree que tambien contribuyen a la evolución mediante la crea- 
ción de nuevas combinaciones de Información genetica. Ademas, algunas reor¬ 
ganizaciones del ADN estan programados para regular la expresión genica du¬ 
rante la diferenciación y el desarrollo de celulas lndividuales y organismos. En 
humanos, un ejemplo destacado es la reorganización de los genes de antieuer- 
pos durante el desarrollo del sistema inmunológico. Un cuidadoso eguilibrio en¬ 
tre el mantenimiento y la variación de la información genetica resulta por tanto 
critico tanto para el desarrollo de los organismos individuales como para la evo- 
lución de las especies. 

Replicación del ADN 

Tal y como explicamos en e! Capitulo 3 T la replicación del ADN es un proceso 
semiconservafivo en el que cada hebra parental sirve como molde para la slnte- 
sis de una nueva hebra hija complementaria. La enzima principal implicada es la 
ADN polimerasa, que cataliza la unión de los desoxirribonucleósidos 5’thfosfa- 
to (dNTPs) para formar la cadena de ADN en crecimiento. Sin embargo, la repli¬ 
cación del ADN es mucho mas compleja que una reacción enzimatica, Estan 
involucradas otras proteinas, y son necesarios mecanismos de lectura para 
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asegurar que la exactitud de la replicación es compatible eon la baja frecuencia 
de errores que se permiten en la reproducción celular. Tambien son necesarias 
proteinas adicionales y secuencias de ADN para iniciar la replicación y para 
copiar los extremos de los cromosomas eucariotas. 


Figura 5 .1 

Aislamiento de un mutante deficiente 
en la polimerasa J. Un cultiuo de E . coli 
fue tratado eon un mutageno guimico, y 
se aistaron colonias individuale$ de bac- 
terias mediante su crecimiento en un me- 
dk> semisólido. Se cuitivaron y revisaron 
varios cientos de colonias para ideńtificar 
a un mutante earente de polimerasa I, 
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Busqueda de la actividad polimerasa I 
para ideńtificar af mutante earente 
de polimerasa I 


ADN po li mc ras as 

La ADN polimerasa se identificó por primera vez en lisados de E. coli por Ar¬ 
thur Kornberg en 1956. La capacidad de esta enzima para copiar 6xactamente 
una hebra molde de ADN proporciona una base bioquimica para el modelo de 
replicación del ADN que inicialmente propusieron Watson y Crick, por lo que su 
aislamiento representó un deseubrimiento importante en la biologia molecular. 
Irónicamente, sin embargo, esta primera ADN polimerasa identificada (ahora 
llamado ADN polimerasa I) no es la enzima principal responsable de la repltca- 
ción en E. coli. En su iugar. ahora esta cl aro que tanto las cel u las procariotas 
como eucariotas contienen diferentes ADN polimerasas eon funciones distintas 
en la replicación y reparación del ADN. 

La multiplicidad de las ADN polimerasas se halló por primera vez mediante 
el aislamiento de una cepa mutante de E. cofiąue era deficiente en la polimera- 
sa I (Fig. 5.1). Los cultivos de E. coli se trataron eon un agente qutmieo (un 
mutageno) que induce una frecuencia alta de mutaciones, se aislaron colonias 
bacterianas individuales y se analizaron para una cepa mutante earente de la 
polimerasa I. El analisls de unos pocos miles de colonias condujo al aislamiento 
del mutante deseado, que era casi completamente defectuoso en la aetividad 
de la polimerasa L De forma sorprendente, la bacteria mutante creció eon nor- 
malidad, Ifegando a la conclusión de que la polimerasa I no es necesaria para la 
replicación del ADN. Por el contrario, la bacteria mutante era extremadamente 
sensible a los agentes que dańan al ADN (p. ej., la luz uitrayioleta), sugiriendo 
que la polimerasa I esta implicada principalmente en la reparación del ADN 
dahado en Iugar de en la replicación del ADN per se. 

La conclusión de que la polimerasa I no es necesaria para la replicación impli- 
caba que E coli deberia contener otras ADN polimerasas, por lo que subseeuen- 
tes experimentos condujeron a la identificación de otras dos enzimas, llamadas 
ahora ADN polimerasa II y III. Los papefes potenciales de estas enzimas se in- 
vestigaron mediante el aislamiento de mutantes apropiados. En las cepas de E. 
coli eon mutaciones en la polimerasa II se observó que crecfan y se comporlaban 
eon normalidad, por lo que el papel de esta enzima en la celula es desconocido. 
Los mutantes polimerasa III sensibles a la temperatura, sin embargo, fueron 
incapaces de replicar su ADN a altas temperaturas, y estudios subseeuentes 
han confirmado que la polimerasa III es la enzima replicativa principal en E. coli . 

Se sabe que t ademas de la polimerasa III, la polimerasa I tambien es nece¬ 
saria para la replicación del ADN de E. coiL El mutante original de la polimerasa 
I no era completamente defectivo para esta enzima, y experimentos posteriores 
mostraron que la actividad de la polimerasa I residua! en estas cepas desempe- 
ńa un papel clave en el proceso de la replicación. La replicación del ADN de E. 
coli implica por tanto dos ADN polimerasas diferentes, cuyas funciones princi- 
pales se discuten a continuación. 

Las celulas eucariotas contienen cinco ADN polimerasas: a, fi t y t b, y La 
polimerasa ; se localiza en la mitocondria y es responsable de la replicación del 
ADN mitocondria!. Las otras cuatro enzimas se eneuentran localizadas en el 
nucleo y son por tanto candidatas para la replicación del ADN nuclean Las poli¬ 
merasas 2 , ó t y i: estan mas activas en las celulas en divśsión, sugiriendo que 
funcionan en la replicación. Por otro lado, la polimerasa // esta activa en las 
celulas en división y en no-diyisión, sugiriendo que puede funcionar principal¬ 
mente en la reparación del ADN dańado. 

Dos tipos de experimentos han propordonado posterior evidenda de los pa- 
peles de las polimerasas ó, y c en la replicación del ADN. Primero, la replica- 
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ción de los ADN de algunos virus animales, como el SV40, se pueden estudiar 
en extractos fibres de celulas. La posibilidad de estudiar la replicación in vitro ha 
permitido la identificación directa de las enzimas tnuolucradas, y el analisis de 
tales sistemas libres de celulas ha mostrado que la polimerasas i y <\ son nece- 
sarias para la replicación del ADN del SV40. Segundo, las polimerasas y, <> y t: 
se encuentran en levaduras y en celulas de mamiferos, permitiendo el uso de 
las poderosas aproximaeionesde la genetica de levaduras (vease Cap. 3) para 
testar sus funciones biologicas directamente. Tales estudios indican que las 
levaduras mutantes carentes de alguna de estas tres ADN polimerasas son 
incapaces de proliferar, implicando el papel cntico de la poiimerasa a al igual 
que el de i y 6. Sin embargo, estudios posteriores han demostrado que la fun* 
ción esenciai de la poiimerasa i: en levaduras no necesita su actividad como 
ADN poiimerasa replicativa, El papel de la poiimerasa c en la replicación del ADN 
continua sin aclarar, aunque probablemente funcione de forma similar a la poli- 
merasa <5, que es suflciente para catalizar la replicación del ADN en ausencia de 
poiimerasa c tanto en sistemas acelulares como en levaduras. 

Todas las ADN polimerasas conocidas comparten dos propiedades funda* 
mentales que traen complicaciones criticas para la replicación del ADN (Fig. 
5.2}. Primero, todas las polimerasas sinfetizan ADN solo en dirección 5'-3\ ańa- 
diendo a la cadena en crecimiento un dNTP al grupo 3 1 hidroxilo. Segundo, las 
ADN polimerasas pueden ańadir un nuevo deoxirribonucleótido solamente a 
una hebra eon un cebador o iniciador preformado que esta unido por puentes de 
hidrógeno a la hebra molde; no son capaces de iniciar la sintesis del ADN de 
novo catalizando la polimerización de los dNTP libres. Respecto a ello, las ADN 
polimerasas difieren de las ARN polimerasas, que pueden iniciar ia sintesis de 
una nueva hebra de ARN en ausencia de un cebador. Tal y como discutiremos 
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Figura 5.2 

Reacción catalizada por la AON polime- 
rasa. Todas las ADN polimerasas conoci¬ 
das a naden un de$oxirribonucleósido 5 - 
trifosfato al grupo 3 hidroxi!ode una cade¬ 
na de ADN creciente (la hebra cebadora). 
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mas tarde en este capitulo, estas propiedades de las ADN polimerasas parecen 
ser criticas para e\ mantenimiento de la alta fidelidad de la replicación del ADN 
necesaria para la reproducción celular 


HonptiUa de rep li cuci on 

Las moleculas de ADN en proeeso de replicación se analizaron por primera vez 
por John Cairns en experimentos en los que E. coli se cultivó en presenda de 
timidina radtacth/a, lo que permitió la visualización por autorradiog rafia del nue- 
vo ADN replieado (Fig. 5.3). En algunos casos, se pueden observar moleculas 
circulares completas en proeeso de replicación. Estas moleculas de ADN eon- 
tienen dos horquillas de replicación, que representan las regiones de la sinte- 
sis activa de ADN. En cada horquil!a las hebras parentales se separan y son 
sintetizadas dos nuevas hebras hijas. 

La sintesis de dos nuevas hebras de ADN complementarias a las dos he¬ 
bras de la molecula parental trajo consigo un problema importante para enten- 
der la bioquimica de la replicación del ADN. Puesto que las dos hebras de la 
dobie helice de ADN se disponen en direcciones opuestas (antiparaletas), la 
sintesis continua de dos nuevas hebras en la horquilla de replicación requeriria 
que una de las hebras se sintetizara en sentido 5 a 3' mientras que la otrą se 
sintetizarfa en el sentido opuesto (3 a 5). Pero la ADN polimerasa cataliza ia 
polimerización de los dNTPs solamente en sentido 5 r a 3\ Entonces, icómo 
puede ser sintetizada la otrą hebra de ADN? 

El enigma se resolvió mediante experimentos que mostraban que solo una 
hebra de ADN se sintetiza de manera continua en la dirección de la replicación 
del ADN; la otrą se forma a partir de pepuehas piezas discontinuas de ADN que 
se sintetizan al reves eon respecto a! movimiento de la horquilla de replicación 
(Fig. 5.4), Estas pequeńas piezas del nuevo ADN sintetizado (llamados frag- 
mentos de Okazaki despues de su deseubrimiento) se unen por la acción de la 
ADN iigasa, formando una nueva hebra intacta de ADN. La hebra sintetizada 
de forma continua se denomina hebra conductora, debtdo a que su elongación 
en et sentido del movimiento de la horquilla de replicación expone el molde que 
se utilizara para la sintesis de los fragmentos de Okazaki (hebra tardia). 

Aunque el deseubrimiento de la sintesis discontinua de la hebra rezagada 
proporciona un mecanismo para la elongación de ambas hebras de ADN en la 
horquil!a de replicación, surgió otrą pregunta: puesto que las ADN polimera¬ 
sas necesitan un cebador y no son capaces de iniciar la sintesis de novo , 


Figura 5,3 

Replicación del ADN de E. cołL (A) Una 

autorradiografia mostrando las bacterias 
que crecieron en [ 3 H] timidina d u ran te dos 
generaciones para marcar el ADN, que se 
extrajo despues para visualizarlo median¬ 
te una cinta fotograf!ca. (B) Este esguema 
ilustra las dos horquillas de replicación 
vistas en (A). (De J. Cairns, 1963. Cotd 
Spring Harbord Symp i Quant Bioi 28:43.) 


(A) - ’ , 



L_ 

100 


(B) 






Capitulo 5 • Replicación, mantenimiento y reorganización del ADN genómico • 183 


5 ' 3 ' 


He bras j 
parentales "~~ 



Horquilla de 
replicación 


Sintesis de los 
fragmentos de Okazaki 


Dirección de 
la replicación 
global 



Union del fragmento de 
Okazaki a la hebra tardia 


Hebra Hebra 
conductora tardia 


3 5 Fragmento $ 5 
de Okazaki 



5' 3 ł 


Sintesis de un nuevo 
fragmento de Okazaki 





^cómo se intcia la sintesis de los fragmentos de Okazaki? La respuesta son 
los fragmentos cortos de ARN que sirven como iniciadores para la replicación 
del ADN (Fig. 5-5). Al contrario que la sintesis de ADN ? la sintesis de ARN es 
capaz de iniciarse de novo f y una enzima llamada primasa sintetiza los frag¬ 
mentos cortos de ARN (p. ep, de tres a diez nucleótidos de longitud) comple- 
mentarios a la hebra rezagada molde en la horquilla de replicación. Los frag¬ 
mentos de Okazaki se sintetizan mediante la extensión de estos iniciadores de 
ARN por la ADN połimerasa. Una consecuenciaimportante de estos iniciadores 
de ARN es que los nuevos fragmentos de Okazaki sintetizados contienen una 
unión ARN-ADN, cuyo descubrimiento proporcionó la evidencia del papę! de los 
iniciadores de ARN en la replicación del ADN. 

Para formar una hebra tardia continua de ADN, los iniciadores de ARN deben 
eliminarse de los fragmentos de Okazaki y ser reemplazados por ADN. En E. coli , 
los iniciadores de ARN se eliminan por la acción combinada de la ARNasa H , una 


Figura 5.4 

Sintesis de las hebras conductora y 
tardia de ADN. La hebra conductora se 
sintetiza de forma continua en la dirección 
del movimiento de la horguilla de replica¬ 
ción. La hebra tardia se sintetiza en pe- 
gueńos fragmentos (fragmentos de Oka¬ 
zaki) en sentido opuesto al resto de la 
replicación. Los fragmentos de Okazaki 
se unen despues mediante la acción de ta 
ADN ligasa. 


Figura 5.5 

Origen de los fragmentos de Okazaki 
eon cebadores de ARN, Fragmentos 
cortos de ARN sirven como iniciadores 
sobre los que puede actuar la ADN poli- 
me rasa. 
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enzima que degrada la hebra de ARN de los hibridos ARN-ADN, y la polimerasa 
I. En la replicacion del ADN de E. coli este es el aspecto en el que la polimerasa I 
desempena un papel primordial. Ademas de su actividad como ADN polimera¬ 
sa, la polimerasa I aetua como una exonucleasa que puede hidrolizar al ADN 
(o ARN) en sentido 5' a 3' o 3' a 5'. La acción de la polimerasa I como una 
exonucleasa de 5 a 3' elimina ribonucleótidos de los extremos 5' de tos frag- 
mentos de Okazaki, permitiendo ser reemplazados por desoxirribonucleótidos 
para producir fragmentos constituidos enteramente de ADN {Fig. 5.6). En las 
celulas eucariotas, otras exonucfeasastoman el puesto de la polimerasa I de E. 
coli en la eliminación de los iniciadores, rellenandose los huecos entre los frag¬ 
mentos de Okazaki eon la acción de la polimerasa ó. Como en procariotas, 
estos fragmentos de ADN son unidos por la ADN ligasa. 

Las diferentes ADN polimerasas desempeńan por tanto papeles distintos en 
la horquilla de replicacEón {Fig. 5.7). En fas celulas procariotas, la polimerasa III 
es la principal polimerasa de replteación, actuando en la sfntesis de la hebra 
conductora de ADN y de los fragmentos de Okazaki a partir de los cebadores de 
ARN, La polimerasa I elimina los iniciadores de ARN y rellena los espacios entre 
los fragmentos de Okazaki En celulas eucarióticas, la polimerasa ot se eneuem 
tra formando un complejo eon la primasa T y parece funcionar en conjunción eon 
ta primasa para sintetizar pegueńos fragmentos de ARN-ADN durante la sfnte¬ 
sis de la hebra tardia. La polimerasa <> entonces puede sintetizar tanto la hebra 
conductora como la tardia, actuando para extender los cebadores de ARN-ADN 
intcialmente sintetizados por el complejo polimerasa z-primasa. Ademas t la po¬ 
limerasa S puede ocupar el lugar de la polimerasa I de E. coli rellenando los 
espacios entre fragmentos de Okazaki despues de la eliminación del cebador. 
Aungue el papel de la polimerasa u todavfa no se comprende por completo, sus 
actividades parecen ser similares a las de la polimerasa 6. 

No solo las polimerasas y las primasas actuan en la horquilla de replicacion 
sino que participan otras muchas protefnas. Estas protemas adicionales se han 
identificado mediante el analisis de mutantes de E. coli de fectuosos en la repli- 


Figura 5.6 

Etiminación de tos cebadores de ARN y 
unión de los fragmentos de Okazaki, 

Debido a su activldad exonucleasa de 5 a 
3\ la ADN polimerasa I elimina los inicia¬ 
dores de ARN y rellena los espacios entre 
los fragmentos de Okazaki eon ADN, Los 
fragmentos de ADN resultantes son uni¬ 
dos eon posterioridad por la ADN ligasa. 
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Figura 5.7 

Papel de las ADN polimerasas en E. 
coli. y en cel u las de mamiferos. La he¬ 
bra conductora es sintetizada por las poM- 
merasa III (poi lii) en E. colty por la polime¬ 
rasas 3 y (poi S/r) en las celulas de los 
mamiferos. En E. coli ", una primasa inicia 
fa sintesis de la hebra tardia. siendo lei- 
dos los iniciadores de ARN por la polime- 
rasa III. En las celulas de los mamiferos, 
la sintesis de la hebra tardia la l!eva a 
ca bo u n co mp lejo de primasa y polimer a- 
sa -x (poi a}* Los fragmentos cortos de 
ARN-ADN sintetizados por el complejo 
son leidos por las polimerasas S y 


cación del ADN y la purificación de proteinas de mamiferos necesanas para la 
repiicación in iz/frode! ADN de SV40. Una clase de proteinas necesarias para la 
repiicación se unen eon las ADN polimerasas, aumentando la actividad de las 
polimerasas y manteniendolas unidas al molde de ADN para que continuen la 
sintesis de la nueva hebra de ADN. Tanto la polimerasa III de E. coli como la 
polimerasa S y l de eucariotas estan asociadas a dos tipos de proteinas ac- 






Figura 5.8 

Proteinas accesorias a la polimerasa. 

(A) La proteina de enganche de carga 
(RFC en las celulas de mamiferos) se 
acopla al ADN en la unión entre el ceba- 
dor y el molde. La proteina de enganche 
deslizante (PCNA en las celulas de mami- 
feros) se une adyacente a la RFC, unien- 
dose la ADN polimerasa a la PCNA. (B) 
Modelo de unión de la PCNA al ADN (B, 
de T. S. Krishna, X. P Kong, S. Gary, P. 
ML Burgers y J Kuriyan, 1994 Ce//79: 
1233 .) 
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Figura 5,9 

Acción de la helicasa y las protemas de 
unión al ADN de hebra simple. Las heli- 
casas deseń roHan las dos hebras del ADN 
parentales situado en la cabeza de la hor- 
quilia de replieadón. Las hebras de ADN 
deseń rolladas son estabilizadas por las 
protemas de unión al ADN de hebra si ni¬ 
pie de manera que puedan sen/i r como 
moldes para la sintesis de un nuevo ADN. 


cesorias (protemas de enganche deslizantes y proteinas de enganche 
de carga) que situan a la polimerasa en el cebador y mantienen su 
asociación estable eon el molde (Fig. 5.8). Las proteinas de enganche 
de carga (flamadas el complejo / en E. coli y factor de replieadón C en 
eucariotas f RFC |) especificamente reconocen y se unen al ADN de la 
zona de unión entre el cebador y el molde. Las proteinas de enganche 
deslizanies(protema jl en E coli y antigeno nuclear de proliferación 
celular [PCNA] en eucariotas) se une adyacente a las protemas de 
enganche de carga, formando un anillo alrededor del ADN molde. Las 
proteinas de enganche descargan despues la ADN polimerasa en el 
ADN en la unión entre el cebador y el molde. Ei anillo formado por las 
de enganche desNzante mantiene la asociación de la polimerasa eon 
su molde durante la replieadón, permitiendo la sintesis ininterrumpida 
de miles de nucleótidos de ADN 

Otras proteinas deseńrollan la hebra molde de ADN y estabilizan regiones 
de una sola hebra {Fig. 5.9). Las helicasas son enzimas que catalizan el desen- 
rollamiento del ADN parental, emparejadas eon la hidrólisis de ATP, a la cabeza 
de la horquilla de la replieadón. Proteinas de unión al ADN monocatenario 
(p. ej., el factor de replieadón A eucariota [RFA]) estabilizan la hebra molde de 
ADN desenroilada, nnanteniendola en un estado de hebra unica extendida para 
que sea copiada por la polimerasa 

A medida que las hebras parentales se desenrollan, el ADN a la cabeza de 
la horguilla de replieadón esta siendo forzado a girar. Sin restricciones. esta 
rotación causaria que las moleculas de ADN circular (como el ADN de SV40 o el 
cromosoma de E coli) se enroilaran sobre si mismas, bloqueando eventual- 
mente la replieadón {Fig. 5.10). Este problema lo resuelven las topoisomera- 
sas. enzimas que catalizan la rotora reversible y la unión de las hebras de ADN. 
Existen dos tipos de estas enzimas: Topoisomerasas de tipo I que rompen solo 
una hebra de ADN; topoisomerasas de tipo II que introducen roturas simulta- 
neas en ambas hebras. Las roturas introducidas por los tipos I y II de las topoi¬ 
somerasas sirven como ejes de giro que permiten a las dos hebras molde de 
ADN rotar o plvotar libremenle alrededor de la otrą de manera que la replieadón 
puede continuar sin el enrollamiento del ADN a la cabeza de la horquilla (vease 
Fig. 5.10). Aunque los cromosomas eucariotas estan compuestos por molecu- 
las de ADN lineares en lugar de circulares, su replieadón tambien requiere to- 


Figura 5.10 

Acción de las topoisomerasas durante 
ta repJicación del ADN* (A) Una vez que 

fas dos hebras de ADN estan desenrolla- 
das, el ADN que se eneuentra en la cabe¬ 
za de la horquilla de replicación es forzado 
a rotar en dirección opuesta, de forma que 
las moleculas circufares se enrollan sobre 
si mismas. (B) Este probtema lo resue!ven 
las topoisomerasas, que catalizan la roto¬ 
ra y la unión reversibles de las hebras de 
ADN. Las roturas transitorias introducidas 
por estas enzimas actuan como eslabo- 
nes giratorios que permiten a las dos he¬ 
bras de ADN rotar libremente una sobre 
otrą. 
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poisomerasas; si no los cromosomas completos tendrian que rotar continua- 
mente durante la sintesis de ADN. 

La topoisomerasa de tipo II es necesaria no solo para desenrollar el ADN 
sino tambien para separar las nuevas moleculas replicadas de ADN circular que 
aparecen entrelazadas las unas eon las otras. En las celulas eucariotas, la to¬ 
poisomerasa II parece estar im/olucrada en la condensación mitótica de los cro¬ 
mosomas. Ademas, estudios realizados en levaduras mutantes ; asi como ex- 
perimentos en Drosophila y celulas de mamiferos, indicanque la topoisomerasa 
II es necesaria para la separación de las cromatidas hijas durante la mitosis, 
sugiriendo que desempeńa una tunción de desenrollamiento de los lazos de 
nueva replicación del ADN en los cromosomas de eucariotas. 

Las enzimas implicadas en la replicación del ADN actuan de forma coordina- 
da para sintetizar las hebras conductora y tardia de ADN simultaneamente en la 
horquilla de replicación (Fig. 5.11). Esta caracteristica esta acompańada por la 
tormación de dimeros de las polimerasas ADN replicativas (polimerasa III en E. 
coli o polimerasa 5h: en eucariotas), cada una de ellas eon sus proteinas acce- 
sorias adecuadas. Una molecula de polimerasa actua entonces en la sfntesis 
de la hebra conductora mientras que otrą molecula actua en la sintesis de la 
hebra tardia. La hebra tardia molde se cree que forma un lazo en la horquil!a de 
replicación de manera que la subunidad de la polimerasa que participa en la 
sintesis de la hebra tardia se mueve en la misma dirección que la otrą subuni¬ 
dad, que esta sintetizando la hebra conductora. 
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Modele de la horqui!la de replicación 
de E. coli Una helicasa, una primasa, y 
dos moleculas de ADN polimerasa III lle- 
van a cabo !a sintesis coordinada de las 
hebras conductora y tardia del ADN. El 
molde de la hebra tardia se pliega para 
que la polimerasa responsablede la sinte- 
sis de la hebra tardfa se mueva en la mis¬ 
ma dirección que el movimiento de la hor- 
quilfa. La topoisomerasa actua como un 
eslabón giratorio en la cabeza de fa hor- 
quilla, y la polimerasa I junto eon una liga- 
sa eliminan los cebadores de ARN y unen 
los fragmentos de Okazaki por de tras de 
la horguilla. 


Figura 5.11 
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Figura 5.12 

Dobie lectura de la ADN poiimerasa, Se 

incorpora G en lugar de A como resultado 
de un mai apareamiento eon T en la hebra 
molde. Debido a este mai apareamiento, 
la G de! extremo 3 terminal no $e one me¬ 
diante enlaces de hidrógeno a la hebra 
molde. Este error de emparejamiento en 
el extremo 3 de la cadena en crecimiento 
es reconocido y eliminado por la actividad 
exonucleasa 3 -5 de la ADN poiimerasa, 
quten necesita para conti nu ar la sintesis 
un cebador unido por puentes de hidróge¬ 
no a la hebra molde. Tras la escisión de la 
G desapareada, la sintesis de ADN conti¬ 
nua eon la incorporación del nucleótido 
correcto (A). 


Fidelidad de replieación 

La exactitud de la replieación del ADN es critica para la reproducción celular, y 
las estimaciones de mutación para una variedad de genes indican que ia fre- 
cuencia de errores durante la replieación corresponde tan solo a una base inco- 
rrecta por cada 10 y a 10 10 nucleótidos incorporados. Esta frecuencia de error es 
mucho menor que la predicha simplemente a causa del apareamiento de las 
bases complementarias. En particular, las diferenctas de energia librę resultan- 
tes de cambios entre los enlaces de hidrógeno establecidos entre bases empa- 
rejadas correcta e mcorreetamente, solo son io suficlentemente grandes como 
para favorecer la formación de pares de bases emparejadas correctamente 
unas 1.000 veces. Como consecuencia, la selección de las bases determinada 
simplemente porios enlaces de hidrógeno entre bases complementarias, resul- 
taria en una frecuencia de error correspondiente a la incorporación de aproxi- 
madamente una base incorrecta por cada 10 3 . El aito grado de fidelidad real- 
mente alcanzado es e! resultado de las actividades de la ADN poiimerasa. 

Uno de los mecanismos por los que la ADN poiimerasa aumenta la fidelidad 
de la replieación es ayudando a seleccionar la base correcta para la inserción 
en el nuevo ADN sintetizado. La poiimerasa no solo cataliza la incorporación de 
cuafquier nucleótido unido por un puente de hidrógeno a ta hebra molde. En su 
lugar, discrimina activamente en contra de Sa incorporación de una base desa- 
pareada, presumiblemente mediante la adaptación de la conformación de un 
par de bases correcto, El mecanismo molecular responsable de la capacidad de 
las ADN polimerasas para seleccionar en contra de bases incorrectas aun no se 
ha descifrado, pero esta selección parece aumentar la exactitud de la replica- 
ción alrededor de cień veces s reduclendo la frecuencia de error esperada de 
t0“ 4 aproximadamente a 10“ 6 . 

El otro mecanismo principal responsable de la exactitud de la replieación del 
ADN es la actividad de dobie lectura de la ADN poiimerasa. Como ya hemos 
dicho, la poiimerasa I de E. co//tiene una actividad exonucleasa 3 a 5 y 5 f a 3 . 
La exonudeasa de 5 r a 3' opera en la dirección de la sintesis de ADN y ayuda a 
eliminar los cebadores de ARN de los fragmentos de Okazaki, La exonuc!easa de 
3' a 5 opera en dirección opuesta a la sfntesis de ADN, y participa en la dobie 
lectura del nuevo ADN sintetizado (Fig. 5.12). La dobie lectura es efectiva porque 
la ADN poiimerasa necesita un cebador y no es capaz de iniciar la sintesis de 
novo. Los iniciadores que estan unidos por puentes de hidrógeno a! molde son 
los preferidos para su utiiización, asi que cuando una base incorrecta es incorpo- 
rada, se eliminara por la actividad de la exonucleasa 3 a 5' en lugar de continuar 
la sintesis, Tales actividades de las exonucleasas 3 a 5 tambien se eneuentran 
asociadas a la poiimerasa III de E. coli y a las polimerasas eucariotas S y h. Las 
exonucleasas 3 r a 5 će estas polimerasas escinden selectivamente las bases de- 
sapareadas que han sido incorporadas at finał de una cadena de ADN en creci¬ 
miento, por lo que aumenta la exactitud de la replieación de cień a mil veces mas. 

La importancia de la dobie lectura podria explicar el hecho de que las ADN 
polimerasas necesitan cebadores y que catalizan el crecimiento de las hebras 
de ADN solamente en el sentido 5 r a 3 . Cuando el ADN se sintetiza en el senti- 
do 5' a 3 ; , la energia necesaria para la polimerización se deriva de la hidrólisis 
del grupo 5'-trifosfato de un dNTP librę y es ańadido al grupo 3'-hidroxilo de la 
cadena creciente (vease Fig. 5.2}. Si el ADN se tuviera que extenderen sentido 
3 r a 5, la energia de polimerización tendria que derivarse de la hidrólisis del 
grupo 5 -trifosfato del nucleótido terminal recien incorporado al ADN. Esto elimi- 
naria la posibilidad de la dobie lectura, debido a que la eliminación de un nucleó¬ 
tido terminal desapareado tambien eliminaria al grupo 5 -trifosfato necesario 
como fuente de energia para la elongación de la cadena. Por tanto, aunque la 
capacidad de la ADN poiimerasa para extender un cebador en sentido 5 a 3 pa¬ 
rece hacer a la replieación un proceso complicado, resulta necesario para ase- 
gurar la duplicación exacta del materiał genetico. 
































Capitulo 5 • Replicación, mantenimiento y reorganización del ADN genómico • 189 


Combinada eon la capacidad de discriminar en contra de la inserción de 
bases desapareadas, la actividad de dobie lectura de las ADN polinnerasas es 
suficiente para reducir la freeuenda de error de replicación a alrededor de una 
base desapareada por cada 10 9 . Mecanismos adidonales {diseutidos en la sec- 
dón «Reparación del ADN») acfuan para eliminar las bases desemparejadas 
que han sido incorporadas en el nuevo ADN sintetizado, asegurando asi aun 
mas la correcta replicación de la información genetica. 

Origencs e inictacwn de In replicación 

La replicación del ADN procariota y eucaricta comienza en una unica secuencia 
llamada origen de replicación, que sirve como un sitio especifico de unión 
para proteinas que inician el proceso de replicación, E! prirner origen descrito 
fue el de E coli en cuyo analisis genetico mostraba que la replicación siempre 
empezaba en un unico sitio del cromosoma bacteriano. El origen de E. co//se 
ha estudiado en detalle y se sabe que se compone de 245 pares de bases de 
ADN, elementos que sirven como sitios de unión para las protemas necesarias 
para iniciar la replicación del ADN (Fig. 5.13), El paso c!ave es la unión de una 
proteina iniciadora a secuencias especificas del ADN dentro del origen. La pro¬ 
teina iniciadora comienza desenroiiando el origen del ADN y reduta a las ctras 
protemas implicadas en la sintesis del ADN, La helicasa junto eon proteinas de 
unión al ADN monocatenario continuan desenroiiando y presentando al ADN 
molde, y la primasa inicia la sintesis de las hebras conductoras. Se forman dos 
horąuillas de replicación que se mueven en sentidos opuestos a lo largo del 
cromosoma ci rc u lar de £, coli. 

El origen de la replicación en los virus de animales, como el SV4G, se ha 
estudiado como modelo para la iniciación de la sintesis en eucariotas. SV40 
presenta un solo origen de replicación (consiste en 64 pares de bases) que 
funciona tanto en celulas infectadas como en sistemas libres de celulas, La 
replicación comienza por una proteina codificada por el virus (llamada antfgeno 
T) que se une al origen y que actua como helicasa. Se requiere una proteina de 
unión al ADN monocatenario para estabilizar a la hebra molde desenrollada. y 
un complejo ADN polimerasa 3 -primasa comienza entonces la sintesis de ADN. 

Aunque resulta suficiente un solo origen para dirigir la replicación de geno- 
mas bacterianos y virales. se necesitan mulfiples origenes para replicar los ge- 
nomas mas largos de las celulas eucariotas en un penodo de tiempo razonable. 
Por ejemplo, el genoma completo de E. coii (4 x 10 6 pares de bases) se replica 
partiendo de un solo origen en unos 30 minutos. Si los genomas de mamiferos 
(3 x 10 9 pares de bases) se replicaran a partir de un solo origen esto reguenna 

Figura 5 13 

Origen de la replicación de E, coli La replicación se inicia en un unico sitio del cromo¬ 
soma de E, coli , denominado origen (on), El primer acontecimienlo es la unión de una 
proteina iniciadora al ADN oń , que conduce el deseńrollamiento parciał del molde. El ADN 
continua desenrollśndose debido a la acción de la helicasa y de las proteinas de unión al 
ADN de hebra simpie, mientras que los cebadores son sintetizados por la primasa. Las 
dos horguillas de replicación formadas en el origen se mueven en direcciones opuestas a 
lo largo de la molecuta de ADN circular. 
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alrededor de 3 semanas (30.000 minutos). El problema se exacerba porel hecho 
de que el ritmo de Ja replicación del ADN en las celulas de mamiferos es diez veces 
menor que en E. coli , posiblemente como resultado del empaguetamiento del ADN 
eucariota en cromatina. No obstanie, el genoma de las celulas de mamiferos se 
replice en pocas horas, necesitando el uso de miles de origenes de replicación. 

La presencia de multiples origenes de replicación en las celulas eucariotas 
se demostró por primera vez mediante la exposictón de un cultivo de celulas de 
mamiferos a timidina radiactiva durante intervałos de tiempo diferentes, segui- 
do de una autorradiografia para detectar el ADN recien sintetizado, Los resuita- 
dos de estos estudios indicaron que la sintesis de ADN se inicia en multiples 
sitios T desde donde se prosigue en ambas direcciooes a lo largo del cromosoma 
(Fig, 5.14). Los origenes de replicación de las celulas de mamiferos se encuen- 
tran separados por intervalos de 50 a 300 kb aproximadamente; por lo que el 
genoma humano tiene alrededor de 30.000 origenes de replicación. Los geno- 
mas de eucariotas slmples tambien tlenen multiples origenes; por ejemplo, la 
replicación en levaduras se inicia en origenes separados por unas 40 kb, 

Los origenes de replicación de los cromosomas eucariotas han sido estudiados 
en levaduras, en las que se han identificado como secuencias que pueden soportar 
Ja replicación de plasmidos en celulas transformadas (Fig. 5.15). Esto ha proporcto- 
nado un ensayo funcional para estas secuencias, y el aislamiento de otros muchos 
elemenfos (llamados secuencias de replicación autónoma, o ARSs, por las si- 
glas del ingles autonomously repficafing sequences ). El papel de los origenes de 
replicación se ha verificado por un analisis bioquimico directo. no solo en plasmi- 
dos sino tambien en e! ADN cromosómico de ievaduras. 

Los elemenfos funcionales ARS se expanden alrededor de 100 pares de 
bases, incluyendo una secuencia central de 11 pares de bases comun a mu¬ 
chos ARS diferentes (Fig. 5,16) Esta secuencia central es esencial para lafun- 
ción de los eiementos ARS y se sabe que es el sitio de unión para un compiejo 
(llamado compiejo del origen de replicación, o ORC, origin repłication com - 
plex) que es necesario para la iniciación de la replicación del ADN en los orige¬ 
nes de las levaduras. El compiejo ORC parece reclutar a otras proteinas (inclui- 
das ADN helicasas) en el origen, lo que conduce a inictar la replicación. El 
mecanismo de iniciación de la replicación del ADN en levaduras parece por 
tanto similar al de los virus procariotas y eucariotas; es decir, una proteina de 
iniciación se une especificamente a las secuencias de origen. 

Estudios subsiguientes han demostrado que el papel de las proteinas ORC 
como iniciadores de la replicación esta conservado en todos los eucariotas, 
desde las !evaduras hasta los mamiferos. Sin embargo, los origenes de replica¬ 
ción de otros eucariotas estan mucho peor definidos que los eiementos ARS de 
S. cerevisiae. En la levadura de fisión S pombe , las secuencias de origen se 
encuentran dispersas sobre aproximadamente 1 kb de ADN, Los origenes de 
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Figura 5.14 

Origenes de replicación en los cromo¬ 
somas eucariotas. La replicación se ini¬ 
cia en multiples origenes (ort), cada uno 
de los cuales produce dos horguillas de 
replicación. 
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a que el plasmido se replica 
sin integración en 
el cromosoma 


S. pombe carecen del sitio de unión claramente definido para ORC que poseen 
los elementos ARS de S. cerevisiae , pero contienen repetieiones de secuencias 
ricas en AT que pareeen actuar como puntos de unión para el complejo ORC de 
S. pombe. Se ha enoontradoque un origen de repJicación de Drosophiia abarca 
2 kb de ADN y contiene varios puntos de unión de ORC, pero estas secuencias 
no se han definido. En mamrferos, algunos ongenes se han localizado en pocas 
kb de ADN. En otros casos, sin embargo, la replicación puede iniciarse en multL 
pies ongenes eon grandes «zonas de iniciación» que abarcan de 10 a 50 kb, 
Asi, parece que las secuencias que definen los ongenes de replicación vanan 
mucho entre eucariotas. aunque el papel de las proteinas ORC como iniciado- 
res de replicación se eneuentra alfamente conservado. 


Tełómeros y telomerasa: replicación de los ex trem os 
de los cromosomas 

Debido a que las ADN polimerasas solo extienden los cebadores en sentido de 
5 a 3 , son incapaces de copiar los extremos 5 de las moleculas lineates de 


Figura 5.15 

Identificación de los origenes de repli¬ 
cación en levaduras. Los plasmidos I y III 
contienen un gen marcador selectivo (LEU 
2) que perm i te a las celulas transformadas 
crecer en un medio carente de leucina, $e> 
lamente el plasmido II contiene un origen 
de replicación (ARS). La transformación de 
las levaduras eon el plasmido I produce ex- 
clusivarmente celulas transformadas raras 
en las que el plasmido se ha mtegrado en 
el ADN cromosómico, El plasmido U, sin 
embargo, es capaz de repJicarse sin la in¬ 
tegración en el cromosoma de la !evadura 
(replicación autónoma), de manera que se 
obtiene un numero mayor de celulas trans¬ 
formadas a parli r de su introducción en las 
celutas de levaduras. 
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Figura 5,16 

EJemento ARS de levaduras„ El ele- 
mento eontiene una secuencia consenso 
ARS de 11 pares de bases (ACS), ąue es 
el sitio de unión especffico para el comple- 
jo del origen de replicación (ORC). Otros 
tres elementos adicionales (BI, R2 y B3) 
que individuatmente no son esenciales, 
contribuyen a la función de ARS. 


ADN 



(A/T)TTT A(T/C)( A/6)TTT (A/T) 


ADN, Como consecueneia, se requieren mecanismos especiales para replicar 
las secuencias łerminales de los cromosomas lineales de las celulas eucario- 
tas, Estas secuencias (telómeros) se componen de repeticiones en tandem de 
secuencias simples de ADN (vease Cap, 4). Son replicadas por la acción de una 
enzima unica llamada telomerasa. que es capaz de mantener a los telómeros 
catalizando de su sintesis en ausencia de una hebra molde de ADN, 

La telomerasa es una transcriptasa irwersa, una de las clases de las ADN 
polimerasas, descubiertas por primera vez en retrovirus (vease Cap. 3), que 
sintetizan ADN a partir de un molde de ARN. Cabe destacar que la telomerasa 
porta su propio molde de ARN, que es complementario a las secuencias repeti¬ 
das de los telómeros, como parte del comptejo enzimatico, Ef uso de este ARN 
como molde permite a la telomerasa generar multiples copias de las secuencias 
repetidas telomericas, manteniendo por tanio a los telómeros en la ausencia de 
un molde de ADN convencional para dirigir su sintesis. 

El mecanismo de acción de la telomerasa fue descubierto en 1935 por 
Carol Greider y Elisabeth Blackburn eon los estudios del protozoo Tetrahy- 
mena (Fig. 5.17). La telomerasa de Tetrahymena esta unida a un ARN de 
159-nucleótidos de longitud que incluye la secuencia 3-A ACCCC A AC-5\ 
Esta secuencia es complementaria a la repetición telómerica de Tetrahymena 
(5-TTGGGG-3) y $irve como molde para la sintesis del ADN telomerico. 
La utilización de este ARN como molde permite a Ja telomerasa extender el 
extremo 3' del ADN cromosómico una unidad de repetición detras de su longi- 
tud original. La hebra complementaria puede ser entonces sintetizada por el 
complejo polimerasa ot-primasa utilizando como inieiador al ARN cońvencionaL 
La eliminación de los ARN cebadores deja un extremo 3 del ADN cromosómico 
suelto, que puede formar lazos al finał de los cromosomas eucariotas (vease 
Fig, 4,22), 

La telomerasa ha sido identificada en una gran variedad de eucariotas, y los 
genes codificadores de los ARN de esta se han clonado en Tretahymena, levadu- 
ras, ratones y humanos. En cada caso, el ARN de la telomerasa eontiene secuen¬ 
cias complementarias a la secuencia telómerica repetida de este orgamsmo (vease 
Tabla 4.3). Ademas. la introducción de genes mutantes del ARN de la telomera¬ 
sa en levadura$ han dado como resuftado alteraciones correspondientes a las 
secuencias cromosómicas telomericas repetidas. demostrandodirectamente la 
función de la telomerasa en el mantenimiento de los extremos de los cromoso¬ 
mas eucariotas. 


Reparación del ADN 

El ADN, como cualquier otrą molecula, es capaz de participaren diversas reac- 
ciones quimicas, Debido a que solo el ADN sirve de copia permanente del geno- 
ma celular los cambios en su estructura tienen mas transcendencja que altera¬ 
ciones en otros componentes celulares, como el ARN o las proteinas. Las 
mutaciones pueden surgir de la incorporación de bases incorrectas durante la 
replicación del ADN. Ademas, se producen diversos cambios bien espontaneos 
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Figura 5.17 

Acción de la teiomerasa. El ADN telo- 
mćneo es una secuenda repetida simpie 
eon un extremo 3 suelto en la hebra eon- 
ductora recien sintetizada, La teiomerasa 
f!eva consigo su propia molecula de ARN, 
que es complementaria al ADN telomeri- 
co, como parte del complejo enzimatico. 
El extremo suelto del ADN teiomerico se 
une al ARN de la teiomerasa, que luego 
servira como molde para la extensión de 
la hebra conductora en una unidad mas 
de repetición. La hebra tardia del ADN te¬ 
iomerico puede ser a su vez sintetizada 
mediante iniciación eonvencional de ARN 
y actividad polimerasa del ADN. 



ADN teiomerico 
extendido en una 
unidad de repetición 


(Fig. 5.18) o como resuftado de la exposición a agentes guimicos o radiación 
(Fig. 5.19). Este tipo de danos en el ADN pueden bloguear la replicación o la 
transcripción, pudiendo dar lugar a una alta frecuencia de rriutaciones-conse- 
cuencias que son inaceptables desde el punto de vista de la reproducción celu- 
lar. Para mantener la integridad de sus genomas, las celulas han tenido por 
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tanto que desarrotlar mecanismos de reparación del ADN dańado, Estos meca¬ 
nismos de reparación del ADN se pueden dividir en dos ciases principales: (1) 
inversión directa de la reacción quimica responsable del dano al AON. y (2) 
eliminación de las bases danadas seguida de su reposición eon ADN recien 
sintetizado. Alfa donde la reparación del ADN falla, las celulas han desarrollado 
mecanismos adicionales que permiten a estas acabar eon los dańos. 

Inver$ion directa dcl ADN dańado 

La mayoria de los dańos producidos en el ADN son reparados medianie la elimi¬ 
nación de las bases danadas seguida de fa sintesis de la region escindida. Algu- 
nas lesiones en al ADN, sin embargo, se pueden reparar medianie inversión 
directa del dano, pudiendo ser un camino mas eticiente a la hora de tratar eon 
tipos especificos de dańos al ADN que se dan eon frecuencia, Tan solo ciertos 
tipos de dańos al ADN se reparan de esta forma, en particular los dimeros de 
pirimidina que resultan de la exposición a la luz ultravioleta (UV) y los residuos 
de guanina alguilada que se han modiffeade por la adición de grupos metilos y 
etilos en la posición O 6 del anillo de purina. 

La luz UV es una de las fuentes mas importantes de dano al ADN y tambien 
es la forma mas estudiada de ADN dańado en terminos de mecanismos de repa- 
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Figura 5.18 

Dario espontaneo del ADN. Existen dos 
formas fundamentales de dano esponta¬ 
neo del ADN: (A) desaminación de adeni¬ 
na, citosina y guanina, y (B) depurinación 
(perdida de bases de purina) a causa de la 
rotura del enlace entre las bases de purina 
y la desoxirribosa, dejando un sitio apuri- 
nico (AP) en el ADN. dGMP = de$oxigua- 
nosina monofosfato. 



dGMP Sitio AP 
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ración. Su i mportanoia se i lustra por el hecho de que la exposición a la radiación 
solar UV es la causa de la mayorfa de los canceres de piel humanos. El principal 
tipo de dano inducido por la luz U V es la formación de dimeros de pirimidina, en 
ios que las pirimidinas adyacentes en la misma hebra de ADN estan unidas por la 
formacićn de un aniIIo de ciclobutano que resulta de la satu ración de los dobles 
enlaces entre el carbono 5 y el 6 (vease Fig, 5*19A). La formación de dichos 
dimeros distorsiona la estructura de la cadena de ADN y b!oquea la transcripción 
o replicación al pasar por el dano, de manera que su reparación esta relacionada 
eon la capacidad de las celulas para sobrevivir a la radiación. Uno de los meca- 
nismos de reparación de los dimeros de pirimidina inducidos por UV es la inver- 
sión directa de la reacción de dimenzación. El proceso se denomina fotorreacti- 
vación puesto que la energia derivada de la luz yisible se utiliza para romper el 
anillo ciclobutano (Fig. 5,20). Las bases originales de pirimidina continuan en el 
ADN, ahora repuestas a su estado normal. Tal y como se esperana del hecho de 


Figura 5.19 

Ejemplos de danos al ADN inducidos 
por radiación y agentes guimicos. (A) La 

luz UV induce la fornnadón de dimeros de 
pirimidina, en ios que dos pirimidinas 
adyacentes (p. ep T tśminas) se unen me- 
diante un ciclobutano en estructura de 
anillo. (B) La alquilación es la adición de 
grupos metilo o etilo en posiciones ć\ver- 
sas en las bases de ADN, En este ejem- 
plo, la alquilación de Ja guanina en posi- 
ción O" da lugar a la formación de una O 6 - 
metilguanina. (C) Muchos carcinógenos 
(p. ej,, benzo-(a)pireno) reaccionan eon 
las bases del ADN, produciendo la adición 
de grupos guimicos voluminosos a la mo- 
lecula de ADN. 
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Di mero de timina 



Luz 


Enzima 

fotorreactivadora 



Figura 5.20 

Reparación directa de un di mero de ti¬ 
mina* Los dimeros de timina inducidos 
por la radiación UV se pueden reparar me- 
d i antę fotorreaetivación. en la que la ener¬ 
gia procedente de la luz visible se utiliza 
para dividir los enlaces formados en el 
anillo de ciclobutano. 


Figura 5.21 

Reparación de una O e -metilguanina. 

Una Q H -metil guanina metiltransferasa trans- 
fiere el grupo metilo de la O^metilguanina 
a un residuo de cisteina en el sitio de acti- 
s/acl ón de la enzlma. 


que la radiación solar UV es la fuente principal de dańos al ADN en diversos tipos 
decelulas, la reparación porfotoactivación de los dimeros de pirimidina es comun 
en una variedad de celulas procariotas y eucariotas, incluyendo E. coli , levadiL 
ras T y algunas especies de plantas y animales. Curiosamente, sin embargo, la 
fotorreacth/ación no es universal; muchas especies (incluyendo los humanos) 
carecen de este mecanismo de reparación del ADN. 

Otrą forma de reparación directa corresponde al dano producido por la reac- 
ción entre agenfes alquilantes y el ADN. Los agentes alquilantes son compues- 
tos reactivos que son capaces de transferir grupos metilo y etilo a una base de 
ADN, modificando por tanto gumnicamente la base (vease Fig, 5.20B). Un tipo de 
dafio parlicularmente importante es la metiladón de la guanina en posición O b , 
debido a que el producto, O^metilguanina, forma pares de bases complementa- 
rias eon timina en lugar de citosina. Esta lesión puede ser reparada por una enzi- 
ma {llamada 0 6 -metilguanlna metiltransferasa) que transfiere el grupo metilo 
desde la O^-metilguanina al sitio activo de un residuo de cisteina (Fig. 5.21), Por 
tanto se elimina la modificación quimica mutagenica potencial, y se restaura la 
guanina original. Las enzimas que catalizan esta reacción directa de reparación 
se eneuentran en abundancia en procariotas y eucariotas, incluidos los humanos. 


Reparación por escisión 

Aunque la reparación directa es una manera eficiente de tratar eon tipos particu- 
lares de dańos al ADN r la reparación por escisión abarca la reparación de gran 
variedad de alteraciones gutnmeas en el ADN. En consecuencia, los diferentes 
tipos de reparación por escisión son los mecanismos mas importantes de repara- 
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ción del ADN en las celulas procariotas y eucariotas. En la reparación por esci- 
sión, el ADN dańado es reconocido y eliminado, como bases independientes o 
como nucleótidos. El espacio vacio generado se rellena eon la sintesis de una 
nueva hebra de ADN, utilśzando la hebra complementaria no dańada como mol- 
de, Los tres tipos de reparación por escisión —reparación por escisión de base. 
reparación por escisión de nucleótido y reparación del desapareamiento— permi- 
ten a las celulas resolver una variedad de tipos diferentes de ADN dańado. 

La reparación de un ADN que contiene uracilo es un buen ejemplo de la repara¬ 
ción por escisión de base, en la que bases danadas de forma unica son recono- 
cidas y eliminadas de la molecula de ADN (Fig. 5.22). El uracilo puede surgiren el 
ADN por dos mecanismos: (1) el uracilo (como dUTP [desoxiuridina trifosfato]) se 
incorpora ocasionalmente en el lugar de una timina durante la sintesis del ADN, y 
(2) el uracilo se puede formar en el ADN por la desaminación de una citosina (vea- 
se Fig. 5.18A). El segundo mecanismo es de mayor importancia biológica puesto 
que altera el patron normal de pares de bases cormplementarias lo que representa 
un acontecimiento mutagenico. La escisión del uracilo en el ADN esta catalizada 
por la ADN glicosilasa. una enzima que rompe el enlace de unión de la base de 
uracilo eon el esqueleto de desoxirribosa del ADN. Esta reacción produce un uraci- 
lo librę y un sitio apirimidinico —un azucar sin base—. La ADN glucosilasa tambien 
reconoce y elimina otras bases anómalas, incluyendo la hipoxantina formada por la 
desaminación de adenina, dimeros de pirimidina, purinas alquiladas distintas 
que la O s -alquilguanina, y bases danadas por oxidación o radiación ionizante. 

El resultado de la acción de la ADN glicosilasa es la formación de un sitio 
apirimidinico o apurinico (generalmente llamado sitio AP) en el ADN. Seforman 
sitios AP similares como resuitado de la perdida espontanea de bases de purina 
(vease Fig, 5.18B), que se da en proporciones significativas bajo condiciones 
celulares normaies. Por ejemplo, cada celula en el cuerpo humano se estima 
que pierde varios miles de bases de purina diariamente. Estos sitios son repara- 
dos por la AP endonucleasa, que rompe de forma adyacente al sitio AP (vease 
Fig. 5.22). La desoxirribosa restante por tanto se elimina, y el espacio de una 
sofa base resultante es rellenado por la ADN polimerasa y la ligasa. 

Mientras que la ADN glicosilasa reconoce solamente formas especificas de 
bases danadas, otro sistema de reparación reconoce a una gran variedad de 
bases danadas que distorsionan a la molecula de ADN, incluyendo dimeros de 
pirimidina inducidos por UV y grupos voluminosos ańadidos a las bases de ADN 
como resultado de la reacción de muchos carcinógenos eon et ADN (vease Fig. 
5.19C). Esta forma tan extendida de reparación del ADN se conoce como repa¬ 
ración por escisión de nucleótidos. debido a que las bases (p. ej., un dimero 
de timina) son eliminadas como parte de un oligonucleótido que contiene la 
lesión (Fig, 5.23). 

En E. coli, la reparación por escisión de nucleótidos esta catalizada por los 
productos de tres genes (uvrA, B, C) que tueron identificados debido a que las 
mutaciones en estos loci resultan extremadamente sensibles a la luz UV. La 
proteina UvrA reconoce al ADN dafiado y reduta a UvrB y UvrC al sitio de ia 
tesión. UvrB y UvrC entonces rompen los extremos 3' y 5' del sitio danado, 
respectivamente. y por tanto escinden un oligonucleótido que consiste en 12 ó 
13 bases. El complejo UvrABC eon frecuencia se denomina escinucleasa, un 
nombre que refleja su capacidad para escindir un oligonucleótido. Posterior- 


Figura 5.22 

Reparación por escisión de bases. En este ejemplo, el uracilo (U) se ha formado por 
desaminación de la citosina (C) y es por tanto opuesto a una guanina (G) en la hebra comple¬ 
mentaria del ADN. El enlace entre el uracilo y la desoxirribosa lo rompe una ADN glicosilasa. 
dejando un azucar sin base unido al ADN (un sitio AP). El sitio es reconocido por una AP 
endonucleasa, que rompe la cadena de ADN. La desoxirribosa restante es eliminada por la 
desoxirribosafosfodiesterasa. El espacio que resulta lo rellena la ADN polimerasa y lo une 
una ligasa, conduciendo a la incorporación de la base correcta (C) opuesta a G. 
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mente se requiere la aceton de una helicasa para eliminar al oligonudeótfdo que 
oontiene el dano de la molecufa de ADN de dobie helice, y el espacio resultante 
sera rellenado por la ADN polimerasa I y unido por la ligasa. 

Los sistemas de reparación por escisión de nucleótidos se han estudiado 
extensamente en eucariotas, en particular en levaduras y en humanos. En leva- 
duras, como ocurre en E. coli , se han identificado diversos genes impllcados en 
la reparación del ADN (flamados genes RAD por sensibles a la radación) me- 
diante el aislamienfo de mutantes eon sensibilidad aumentada a la luz UV. En 
humanos, los genes de la reparación del ADN se han identificado mediante el 
estudio de individuos que sufren de enfermedades hereditarias que resultan de 
las deficiencias en la capacidad de reparar el ADN dahado. De estas enfermeda¬ 
des la mas estudiada es el xeroderma pigmentosum (XP). un desorden genetico 
raro que afecta aproximadamente a uno de cada 250.000 individuos. Los indivi- 
duos eon esta enfermedad son extremadamente sensibles a la luz UV y desarro- 
Itan multiples canceres de piel en las regiones del cuerpo que estan expuestas a la 
luz solar, En 1968 James Cleaver hizo el deseubrimiento clave de que las cślulas 
en cultivo de pacienfes eon XP fenian deficiencias en llevar a cabo el sistema de 
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Figura 5.23 

Reparación por escisión de nucleóti¬ 
dos de los dimeros de timina. El ADN 

dańado es reconocido y despues cortado 
a ambos lados del dirnero de timina por 
las nucleasas 3 y 5 . El desenroliamiento 
por una helicasa produce la escisión de un 
oligonucleótido que contiene las bases 
dahadas, El espacio resultante Jo rellena 
la ADN polimerasa y lo une una ligasa. 
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reparación por escisión de nucleótidos. Esta observación no solo proporcionó la 
primera conexión entre la reparación del ADN y el cancer, sino que sugirió el uso de 
cel u las XP como sistema experimental para identificar a los genes humanos repa- 
radores del ADN, La identificación de los genes humanos reparadores del ADN se 
ha llevado a cabo mediante estudios no solo eon celulas XP r sino eon otras dos 
enfermedades humanas que resultan de defeclos en la reparación del ADN (Sin- 
drome de Cockayne y tricotiodistrofia) y eon mutantes sensibles a UV procedentes 
de ifneas celulares de roedores. La disponibilidad de celulas de los mamfferos eon 
defectos en la reparación de! ADN ha permitido la clonación de genes reparadores 
basada en la capacidad de los alelos de tipo satvaje de restaurar la sensibilidad 
normal al UV en las celulas mutantes mediante ensayos de transferencia de genes, 
dejando una puerta abierta a los analisis experimentales de reparación por escisión 
de nucleótidos en las celulas de los mamfferos. 

La clonación molecular hasta ahora ha identificado siete genes de repara¬ 
ción diferentes (designados desde XPA hasta XPG) que mutados en los casos 
de xeroderma pigmentosum, como en algunos casos de sfndrome de Cockay¬ 
ne, tricotiodistrofia, y mutantes sensibles a la radiación UV de celulas de roedo¬ 
res, Las protefnas codificadas por estos genes de reparación del ADN de mami- 
feros estan muy relacionadas eon las protefnas codificadas por los genes RAD 
de levaduras, lo que indica que la reparación por escisión de nucleótidos esta 
muy conservada entre los eucariotas. Con la disponibilidad de genes de repara¬ 
ción de levaduras y mamiferos clonados, ha sido posible purificar las protefnas 
que codifican y desarrollar sistemas in vitro para estudiar sus papeles en el 
proceso de reparación (Figura 5.24). El paso inicial de la reparación por esci¬ 
sión en las celulas de mamffero implica el reconocimlento de un fallo en el apa- 
reamiento de bases mediante un complejo formado por XPC y una proteina 
denominada hHR23B, que es un homólogo de la proteina Rad23 de levaduras, 
Esto es seguido del reclutamiento de las protefnas XPB. XPD y XPG al ADN 
afectado. Las protefnas XPB y XPD son componentes de un factor de transcrip- 
ción de multiples subunidades (denominado TFIIH) necesario para iniciar la 
transcripción de los genes eucarióticos (vease Capitulo 6); actuan como helica- 
sas para desenrollar aproximadamente 30 pares de bases de ADN en tomo al 
punto dańado. La proteina XPA entonces actua para confirmar el dano, y redu¬ 
ta a XPF como un heterodfmero con ERCC1 {proteina de reparación identifica- 
da en celulas de roedores sensibles a la radiación UV) al complejo de repara¬ 
ción. XPF/ERCC1 y XPG son endonucleasas, que escinden el ADN en los 
extremos 5' y 3' del punto dańado, respectivamente. Esta escisión libera un 
oligonucleótido que esta formado por aproximadamente 30 bases. El hueco re- 
sultante es ahora rellenado por la ADN polimerasa ó o i: (en asociación con RFC 
y PCNA) y sellado por la ligasa, 

Mientras que el complejo XPC/hFIR23B puede reconocer el ADN dańado a 
lo largo del genoma, una forma alternativa de reparación por escisión de nu¬ 
cleótidos, denominada reparación acoplada a la transcripción, se dedica es- 
pecificamente a la reparación del dano en el interior de genes activamente 
transcritos. Una conexión entre la transcripción y la reparación fue sugerida en 
primer lugar por experimentos que demostraban que las hebras transcritas de 
ADN se reparan mas rapido que las hebras no transcritas, tanto en E. coli como 


Figura 5.24 

Reparación por escisión de nucleótidos en celulas de mamifero. El dano del ADN 
(p. ej,, un dimero de timina) es reconocido por el complejo XPC/hHR23B. El factor de 
transcripción TFIIH, que contiene las helicasas XPB y XPD y XPG son reclutadosal ADN 
dańado. Despues del desenrollamiento del ADN por parte de XPB y XPD. el dano es 
confirmado por XPA y entonces es reclutado el complejo XPF/ERCC1. A continuación el 
ADN es escindidopor las endonucleasas XPF/ERCC1 y XPG, escindiendoel oligonucfeó- 
lido dańado. El hueco resultante es rellenado por la AON polimerasa y sellado por la 
ligasa 
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Figura 5.25 

Reparación acoplada a la transcopción en celulas de marmfero* La ARN polimerasa 
se detiene en la lesión de la hebra de ADN que se transcribe. La ARN polimerasa detenida 
es reconocida por las proteinas de reparación acopladas a la transcripción CSA y CSB. 
que reclutan a TFIIH y XPG al ADN danado, La reparación entonces procede por ta vfa de 
reparación por escisión generał 


en celulas de manmfero. Ya que el ADN danado bloquea la transcripción, se 
eree que esta reparación acoplada a la transcripción resulta ventajosa permi- 
tiendo que la celula repare preferentemente e! dano a genes que se expresan 
aetivamente. En E. coli , el mecanismode reparación acopladoa la transcripción 
implica e! reconocimiento de la ARN polimerasa detenida en la lesión de la be- 
bra de ADN que se esta transcribiendo. La ARN polimerasa detenida es recono¬ 
cida por una proteina denominada lactor de reparación acopłado a la transcrip¬ 
ción, que desplaza a la ARN polimerasa y reciuta la escinucleasa UvrABC al 
sitio danado. 

En celulas de mamrfero* la reparación acoplada a la transcripción implica el 
reconocimiento de la ARN polimerasa detenida, por parte de las proteinas CSA 
y CSB, que estan codificadas por los genes responsabtes del smdrome de Coc- 
kayne (Fig. 5.25), En contraste eon pacientes eon xeroderma pigmentosum, los 
pacientes eon el smdrome de Cockayne son especificamente deficientes en la 
reparación acoplada a la transcripción, lo que resulta consecuente eon el papel 
de CSA y CSB como factores de reparación acoplada a la transcripción. CSA y 
CSB actuan analogamente al complejo XPC/hHR23B en el reclutamiento de 
XPA y el complejo XPF/ERCC1 T y a la escisión del oligonucleótido danado. La 
reparación acoplada a la transcripción ahora procede de forma similar a la repa¬ 
ración por escisión de nucleótidos generał excepto por e! reconocimiento inicial 
de la ARN polimerasa detenida por parte de CSA y CSB, en lugar de su recono¬ 
cimiento directo por el complejo XPC/hHR23B. 

Un tercer sistema de reparación reconoce a las bases no complementarias 
que se incorporan durante la replicación del ADN. Muchas de estas bases no 
complementarias se eliminan por la actividad de la dobie lectura de la ADN 
polimerasa. Las que se pierden son el objetivo de una corrección posterior por 
parte del sistema de reparación no complementaria, que barre de nuevo al 
ADN replicado. Si se eneuentra una no-complementariedad. las enzimas de 
este sistema de reparación son capaces de identificar y escmdir la base no 
complementaria especificamente de la hebra de ADN recien replicada, permi- 
tiendo que se corrija el error y la secuencia original sea reemplazada 

En E. coli t la capacidad del sistema de reparación no complementaria para 
distinguir la hebra de ADN parental de la hebra de ADN recien sintetizada se 
basa en el hecho de que el ADN de esta bacteria se modifica por la metilación 
de los residuos de adenina en la secuencia GATC para formar 6-metiladenina 
(Fig, 5,26). Puesto que la metilación ocurre despues de la replicación, las he- 
bras de ADN recien sintetlzadas, no estan metiladas y pueden ser reconocidas 
especificamente por ias enzimas del sistema de reparación no complementaria. 
La reparación no complementaria se iniesa eon [a proteina MutS, que reconoce 
la no-complementariedad y forma un complejo eon otras dos proteinas llamadas 
MutL y MutH. La endonucleasa MutH rompe la hebra de ADN sin metilar en la 
secuencia GATC. MutL y MutS actuan despues juntas eon una exonucleasa y 
una helicasa para escindir el ADN entre la «brecha» de la hebra y la no-comple¬ 
mentariedad, dejando un espacio que lo rellenaran la ADN polimerasa y la ftgasa 

Los eucariotas tienen un sistema de reparación no complementaria similar. 
aunque el mecanismo por el que las celulas eucariotas identifican al ADN recien 
sintetizado es distinto al usado por E. coli. En las celulas de los mam if eros, 
parece ser que la especificidad de la hebra para la reparación no complementa¬ 
ria no esta determinada por la metilación del ADN. En su lugar, esta determina- 
da por la presencia de roturas de hebra simple (que estaran presentes en el 
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Figura 5.26 

Reparación de apareamientos en E> colt. ES sistema. de reparación de apareamientos 
detecta y escinde las bases despareadas en el ADN reeien replicado. que se diferencia de 
la hebra parental debido a que todavia no ha sido metilada. MutS se une a la base desa- 
pareada, seguido de MutL La unión a MutL activa a MutH, que rompe a la hebra no 
modificada opuesta al sitio de la metilación. MutS y MutL, junto eon una helicasa y una 
exonucleasa, escinden la poreión de la hebra no modificada que contiene el desaparea- 
miento. La ADN polimerasa rellena el espacio que finalmente queda unido por la tigasa, 


ADN reeien replicado) o asociaciones eon los homólogos eucarióticos de MutS 
y MutL eon la maquinaria de replicación, pueden especificar la hebra a reparar 
A continuación, los homólogos eueariotas de MutS y MutL se unen a ia base no 
complementaria y escinden al ADN entre la rotura de la hebra y la base no 
complementaria, como en E. coli. La importancta de este sistema de reparación 
se verifica dramaticamente por el hecho de que mutaciones en los homólogos 
humanos de MutS y MutL son responsabies de un tipo de cancer de colon here- 
ditario (cancer colorrectal hereditario no poliposo. o HNPCC). HNPCC es una 
de las enfermedades hereditarias mas comunes; afecta a uno de cada 200 indi- 
viduos y es responsable del 15% de todos los canceres colorrectales en los 
Estados Unidos. La relación entre el HNPCC y los defectos de la reparación no 
complementaria se deseubrió en 1993, cuando dos grupos de investigación clo- 
naron al homólogo humano de MutS y encontraron que las mutaciones en este 
g en eran las responsabies de casi la mitad de todos los casos de HNPCC, 
Estudios poste riores han demostrado que la mayoria de los casos restantes de 
HNPCC estan causados por mutaciones en uno de los tres genes humanos que 
son homólogos a MutL . Defectos en estos genes parecen resultar en una eleva- 
da frecuencia de mutaciones en otros genes celulares, eon una elevada proba- 
bilidad correspondiente de que alguna de estas mutaciones finalmente desen- 
cadene el desarrollo de cancer. 
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Reparación propensa al error 

Los sistemas de reversión directa y la reparación por escisión actuan para co- 
rregir dahos del ADN antes de la replicación, para que la smtesis de ADN repli- 
cativo pueda proceder empleando una hebra de ADN no danada como molde, 
Si estos sistemas failasen, sin embargo, la celula posee mecanismos alternati- 
vos para tratar el ADN dahado en la horqui!la de replicación. Los dimeros de 
pirimidina y muchos otros tipos de lesiones no pueden copiarse por la acción 
normal de las ADN polimerasas, as i que la replicación se bloquea en puntos eon 
dichas lesiones, Sin embargo, las celulas tambien poseen varias ADN polimera- 
sas especializadas capaces de replicar a traves de un punto de ADN dahado. 
La replicación del ADN dahado por estas polimerasas especializadas puede 
llevar freeuentemente a la incorporación de bases incorrectas, de modo que 
esta forma de hacer frente al ADN dahado se denomina reparación propensa 
al error. 

La primera ADN polimerasa propensa al error fue deseubierta en E. coli en 
1999. Esta enzima, denominada polimerasa V, es inducida en respuesta a una 
extensa irradiación UV y puede sintetizar una nueva hebra de ADN opuesta a 
un dimero detimina (Fig. 5.27). Otras dos ADN polimeras de E. coli , las polime¬ 
rasas II y IV, se inducen de forma similar por el ADN lesionadoy funcionan en la 
reparación propensa al error. Las cefulas eucarióticas tambien contienen multi- 
ples ADN polimerasas propensas al error, asi se han descrito nueve enzimas de 
este tipo en el hombre hasta la fecha. Todas estas ADN polimerasas propensas 
al error muestran una baja fidelidad cuando copian ADN no dahado, eon tasas 
de error qite oscilan entre 100 y 10.000 veces superior que las tasas de error de 
las ADN polimerasas replicativas normales (p. ej,, la polimerasa HI de E. coli o 
las polimerasas Ó y - de eueariotas). Ademas, las polimerasas propensas al 
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Figura 5,27 

Reparación post-replicación. La pre¬ 
sencia de un dimero de timina bloquea la 
replicaeión, pero la ADN polimerasa pue- 
de esquivar la lesión y reinidar la replica- 
ción en un lugar nuevo curso abajo dei di¬ 
mero, Ei resultado es un espacio o gap 
opuesto al dimero en la hebra de ADN re- 
cien sintetizada. En la reparación recom- 
binatoria, este espacio o gap se rellena 
por la recombinación eon la hebra paren- 
tal sin danar. Aunąueesto deja un espacio 
en la hebra parental intacta, el espacio o 
gap puede rellena rse mediante la acción 
de la polimerasa y ligasa, utilizando a la 
hebra hija Intacta como mol de, Se forman 
por tanto dos moleculas mtactas de ADN, 
y el dimero de timina eventualmente pue- 
de ser eliminado por escisión. 


error carecen de la actividad correctora 3' —* 5' que caracteriza a las ADN poli- 
merasas replicativas nornnales (vease Fig. 5.12), 

Es importante notar, sin embargo, que las polimerasas propensas al error 
estan especializadas en la inserción de la base correcta opuesta a lesiones 
especificas en el ADN dańado, y por tanto pueden sintetizar eon precisión una 
nueva hebra empleando algunas formas de ADN dańado como molde. Por 
ejemplo, la polimerasa V de E , coli reconoce especificamente los dimeros de 
timina e inserta correctamente AA en la hebra opuesta. Por otro lado, la polime¬ 
rasa V comete una elevada frecuencia de errores cuando sintetiza una nueva 
hebra de ADN opuesta a otras formas de ADN danado. Asi, estas enzimas son 
capaces de insertar especificamente las bases correctas opuestas a ciertas 
formas de lesiones del ADN, aunque son ^propensas al error» cuando insertan 
bases opuestas a otras formas de ADN danado o en la sintesis de ADN a apartir 
de un molde de ADN normal no dańado. 

Repa rad ón reco mbin a to ri a 

Otro modo de reparación del ADN, ta reparación recombinatoria, se basa en 
la susfitución del ADN dańado mediante fa recombinación eon una molecula 
sana. Este mecanismo es utilizado freeuentemente para reparar lesiones en- 
contradas durante la replicaeión del ADN, donde ta presencia de dimeros de 
timina u otras lesiones que no pueden ser copiadas por las ADN polimerasas 
repficativas normales bloquean el avance de la horqutlla de replicaeión. La repa- 
radon recombinatoria depende del hecho de que una hebra del ADN parental 
estaba sana y por lo tanto T se copió durante la replicaeión para dar lugar a una 
molecula hija normal, que entonces podrą usarse para reparar la hebra dańada. 

Los mecanismos mołecufares de la reparación recombinatoria no se com- 
prenden por completo y pueden variar entre los distintos tipos celulares, pero se 
presenta un modela ilustrativo en la Figura 5.28. En este ejemplo, la replicaeión 
normal esta bloqueada por la presencia de un dimero de timina en una hebra 
del ADN. Mas adelante del punto dańado, sin embargo, la replicaeión puede 
iniciarse de nuevo por la sintesis de un fragmento de Okazakr y puede proceder 
a lo largo de fa hebra molde. El resultado es una hebra hija que posee un hueco 
opuesto al punto dańado en la hebra parental. La hebra parental sana, que se 
ha replicado para dar lugar a una molecula hija normal, puede entonces utilizar- 
se para rellenar el hueco opuesto al punto dańado por recombinación entre 
secuencias homólogas de ADN (vea$e la siguiente sección). Ya que e! hueco 
resultante en la hebra parental previamente intacta se eneuentra frente a una 
molecula sana, puede ser rellenado por una ADN polimerasa, Aunque la otrą 
molecula parental sigue reteniendo la lesión original (p. ej., un dimero de firnu 
na), el dano ahora reside enfrente de una hebra normal y puede tratarse mas 
tarde por reparación por escisión. 

La reparación recombinatoria tambien proporciona un mecanismo principal 
para la reparación de las roturas de dobie hebra, que pueden ser introducidas en 
el ADN por la radiación ionizante (como fos rayos X) y algunos agentes quirnicos 
(Fig. 5.29). Ya que este tipo de lesión afecta a ambas hebras de ADN, es espe- 
ciaimente dificil de reparar. La recombinación eon secuencias de ADN homó¬ 
logas sobre un cromosoma sano proporciona un mecanismo de reparación de 
este tipo de dano y permite restablecer la secuencia normal de ADN. Por otrą 
parte, las roturas de dobie hebra pueden repararse simplemente uniendo los 
extremos rotos de una molecula sencilla de ADN, pero esto desencadena una 
elevada frecuencia de errores resultantes de la defeción de bases en torno al 
punto dańado. Debe notarse que los genes responsables del cancer de mama 
hereditario (BRCA1 y BRCA2) codlfican protefnas implicadas en la reparación 
de roturas de dobie hebra por recombinación homóloga. sugiriendo que defec- 
tos en este tipo de reparación del ADN puede llevar al desarrollo de uno de los 
canceres mas comunes en mujeres. 
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Medicina molecular 


Cancer de colon y reparación del ADN 


La enfermedad 

Los canceres de colon y recto 
{canceres colorrectales) son u no de 
los tipos de canceres mas comunes 
en los paises del oeste, contando 
eon cerea de 14.000 casos de 
eśneer cada ano en los Estados 
Unidos {aproximadamente un 10% 
de la incidencia total del cancer). La 
mayorfa de los canceres de colon 
(al iguat que otros tipos de cancer) 
no son enfermedades hereditarias; 
es decir, que no se transmiten 
directamente de padres a hijos. Sin 
embargo, se han descrito dos 
formas hereditarias de cancer de 
colon. En estos dos sfndromes. la 
herencia de un gen susceptible al 
cancer presenta un potencial muy 
alto de desarrollar cancer, Una de 
las formas heredadas de cancer de 
colon (poliposis adenomatosa 
familiar) es extremadamente rara, 
representando menos del 1 % de la 
incidencia total del cancer de colon. 
La segunda forma heredada del 
cancer de colon (cancer colorrectal 
hereditario no poliposo, o HNPCC) 
es mas comun y representa 
alrededor del 15% de todos los 
casos cancer de colon. Ademas, el 
HNPCC es una de las 
enfermedades hereditarias mas 
comunes, afectando a una de cada 
200 personas, Aunque los canceres 
de colon son la manifestacion mas 
clara de esta enfermedad, los 
indMduos afectados tambien sufren 
un ineremento de la incidencia de 
otros tipos de cancer, como son el 
cancer de ovario y endometrio, 

Bases moleculares 
y celulares 

Igual que otros canceres, el cancer 
colorrectal es el resultado de 
mutaciones producidas en genes 
que regutan la proliferadón celular, 
conduciendo ai crecimiento 
i n contro lado de las celulas 
caneengenas. En la mayorfa de los 
casos estas mutaciones ocurren de 
forma esporadica en las celulas 
somaticas. En los cónceres 
hereditarias, sin embargo, las 


mutaciones de la linea germinal 
predisponen al IndMduo a 
desarrollar el cancer. 

En 1993 se produjo un avance 
extraordinario eon el 
deseubrimiento de que un gen 
responsable de aproximadamente 
el 50% de los casos de HNPCC 
codificaba a una enzima implicada 
en ta reparación de los 
apareamientos en el ADN; este gen 
es un homólogo humano del gen de 
E. coli MutS. Estudios postehores 
han demostrado que otros tres 
genes, responsables de la mayoria 
de los casos restantes de HNPCC, 
son homólogos de Muti y que por 
tanto estan implicados en el 
proceso de reparación de 
apareamientos. Los defectos en 
estos genes parecen corresponderse 
eon una alta frecuencia de 
mutaciones en otros genes celulares, 
y a su vez eon una alta probabilidad 
de que algunas de estas mutaciones 
conduzcan eventualmente al 
desarrollo del cancer por afectar a 
genes que regulan la proliferadón 
celular. 

Prevención y tratamiento 

De manera slmilar a otras 
enfermedades hereditarias, la 
identificación de los genes 
responsables de HNPCC permite 
que los individuos eon riesgo de 
heredar el cancer sean identificados 
a traves de una prueba genetica, 

Ademas, el diagnóstlco genetico 
prenatal podrta ser de vital 
importancia para los portadores de 
mutaciones HNPCC que planean 
tener descendencla. No obstanie, los 
beneficios potencja fes de la 
detección de estas mutaciones no se 
limitan a prevenir la transmtsión de 
genes mutantes a la siguiente 
generación; su detección tambien 
puede ayudar a prevenir el 
desarrollo del cancer en indMduos 
afectados. 

En terminos de prevención de la 
enfermedad, una de las 
caracterfsticas claves del cancer de 
colon es su desarrollo gradual 
durante varios ahos. El diagnóstico 


temprano de la enfermedad mejora 
sustancialmente las posibilidades 
de supervivencia del paciente La 
fasę inicial de desarrollo del cancer 
de colon es el crecimiento de 
pequeńos pólipos benignos, que 
eon ei tiempo se tran sforma ran en 
maiignos e invadtran el tejido 
conectivo de su alrededor. Anterior 
al desarrollo de la malignidad, sin 
embargo, los pólipos se pueden 
eliminar guirurgicamente eon 
facilidad. previniendo de forma 
eficaz el crectmiento de un tumor 
maligno. Los pólipos y las primeras 
fases del cancer de colon se pueden 
detectar a traves de! examen del 
colon eon un tubo delgado iluminado 
(colonoscopia), de manera que la 
colonoscopia freeuente en 
pacientes eon HNPCC podna 
permitir ta eliminación de los pólipos 
antes de que el cancer se 
desarrolle. Ademas, diversos 
medicamentos se han es ta do 
probando como inhibidores 
potenciales de! desarrollo del cancer 
de colon, pudiendo resultar un gran 
beneficio para los pacientes eon 
HNPCC. Permitiendo la aplicación 
controlada de tales medidas 
preventivas, la identificación de 
mutaciones responsables de 
HNPCC podna contribuir de manera 
significante a la prevención de la 
enfermedad. 



Un pólipo del colon visuallzado por colonom 
copia. (David M. Martin, MD/SPL/Photo Re- 
seardies, Inc.) 
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se recombina en et espacio 


Figura 528 

Reparación/post-replicación, La presen- 
cia de un di mero de timina bloąuea la re- 
plicacion, pero la ADN polimerasa puede 
esquivar la lesión y reiniciar la replicación 
en un lugar nuevo eurso abajo del dimero, 
El re suita do es un espacio o gap opuesto 
al dimero en la hebra de AON recien sinte- 
tizada. En la reparación recombinatoria, 
este espacio o gap se rellena por la re- 
combinación eon la hebra parental sin da- 
ńar. Aunąue esto deja un espacio en la 
hebra parental Intacta, el espacio o gap 
puede rellenarse media nte la acción de la 
polimerasa y ligasa, utilizando a la hebra 
hija intacta como molde. Se forman por 
tanio dos moleculas intactas de ADN, y el 
dimero de timina eventualmente puede 
ser eliminado por escisión. 
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La recombinación deja un 
espacio en la hebra 
pa re nta I p revi a m e nte 
intacta 


Espacio o gap rellenado por 
la polimerasa y la ligasa 



Recombinación entre secuencias homólogas de ADN 

La replicación exacta del ADN y la reparación de los dańos en el ADN resultan 
esenciales para el mantenimiento de la información genetica y la transmisión 
flel de padres a hijos. Desde el punto de vista de la evolución, sin embargo, 
tambien ha sido importante generar dh/ersidad genetica. Las diferencias geneti- 
cas entre los individuos proporcionan el materiał esencial de partida para ta 
selección natura!, que permite a las especies evolucionar y adaptarse a fos 
cambios de las condictones ambientafes. La recombinación juega un papel im¬ 
portante en este proceso permitiendo a los genes distribuirse en diferentes 
combinaciones. Por ejemplo, la recombinación genetica resuita del intercambio 
de genes entre los pares de cromosomas homólogos durante la meiosis (vease 
Fig. 3.4), Sin embargo, el aumento de la diversidad genetica no es el unico 
papel de la recombinación. Tal y como discutimos en la sección anterior, la 
recombinación tambien es un mecanismo importante para la reparación del 
ADN, Ademas, la recombinación esta implicada en la reorganización de se~ 
cuencias especificas de ADN que alteran la expresión y la función de algunos 
genes durante el desarrollo y la diferenciación. Por tanto, Ja recombinación de- 
sempeha papeles importantes en la vida de las cślulas de un tndividuo y en la de 
los organismos, al iguai que contribuye a la diversidad genetica de las especies. 
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Figura 5.29 

Reparación de roturas de dobie hebra. 

La radiación ionizante y algunos agentes 
quimicos ind ocen roturas de dobie hebra 
en el ADN Estas roturas pueden ser repa- 
radas por recombinación homóloga eon 
un cromosoma norma!, dando lugar a la 
restauración de la secuencia original de 
ADN, Por el contrario, los extremos de la 
molecula rota pueden ser reunados. eon 
u na freeuente perdida de bases en torno 
al punto dańado. 


Bases perdidas 



Reparación librę de errores Perdida de bases en los exlremo$ 


Esta sección discutira los mecanismos moleculares de la recombinación entre 
las moleculas de ADN que comparten secuencias homólogas extensas. Los 
ejemplos incluyen la recombinación entre pares de eromosomas eucariotas du- 
rante la meiosis y la recombinación entre eromosomas bacterianos durante la 
reproducción. Puesto que esta forma de recombinación implica el intercambio de 
información genetica entre dos moleculas homólogas de ADN, no se altera la 
organización global de los genes en un cromosoma Otros tipos de recombina¬ 
ción, sin embargo, no reguieren secuencias homólogas extensas y por tanto pue¬ 
den producirse entre moleculas ADN no relacionadas. Este tipo de recombinación 
conduce a la reorganización de genes t que se discutira mas tarde en este capitulo. 


Las moleculas de ADN se recombinan medianie roturas 1 / uniones 

La recombinación genetica se definió por primera vez tras estudios en Drosop- 
Mą basados en la observación de que genes en diferentes copias de cromoso- 
mas homólogos se podfan reorganizar durante la meiosis. Con e! deseubrimien- 
to posterior de que los genes se compoman de ADN, se consideraron dos 
modelos alternativos para explicar la recombinación a nivel molecular (Fig. 5,30), 
El modelo «elección de copia» propanie que la molecula recombinante se gene- 


Figura 5,30 

Modetos de recombinación. En la elec- 
ción de copia, la recombinación se produ- 
ce durante la sfntesis de moleculas hijas 
de ADN, La replicación del AON comienza 
con un molde de ADN parental y despues 
cambia a una segunda molecula parental. 
dando como resultado la sintests de ADN 
recombinantes hijos que contienen se¬ 
cuencias homólogas con ambos progeni- 
tores, En la rotura y unión la recombina- 
ción ocurre como resultado de romper y 
unir cruzadas las dos moleculas parenta- 
les de ADN, 
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Figura 5.31 

Demostración experimental de recom¬ 
binación por rotora y unión. Se cultivan 
virus parentales geneticamente distintos 
en un medio que contiene isótopos ligeros 
o pesados de carbono (C li! o C 13 ) y nitró- 
geno <N 14 o N 1!i ) para marcar la densidad 
de las moleculas ADN. Se infecta a E ' coli 
bajo condiciones que inhiben la replica- 
ción, recogiendose los virus de la proge¬ 
nię y analizandose por centrifugación de 
equilibrio en un gradiente de CsCI para 
determinar la densidad de los recombi- 
n ant es geneticos. Los virus recombinan- 
tes mostraron tener densidades interme- 
dias, indicandoque habfan adquirido ADN 
de ambos virus parentales mediante un 
mecanismo de rotora y unión. 
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raba durante la sfntesis de ADN, como resuftado de copiar primero una hebra 
parental de ADN y despues cambiar para copiar un molde distinto. La propuesta 
alternatiya fue que la recombinación resultaba de la rotora y la unión de dos 
moleculas parentales de ADN en lugar de la smtesis de un nuevo ADN. 

Estas alternativas se apreciaron por primera vez en 1961 mediante estudios 
de recombinación entre los genomasde vlrus bacterianos (Fig. 5.31). La infec- 
ción de E. coli eon virus portadores de diferentes marcadores geneticos produjo 
progenię recombinante. Para determinar si esta recombinación implicaba rotu- 
ras y uniones de los ADN parentales, uno de los virus parentales se eu!tivó en un 
medio que contenia isótopos pesados de carbono ( 13 G) y nitrógeno ( 15 N} P mien- 
tras que otro fue cultivado en un medio eon los isótopos ligeros normales ( 13 G y 
14 N). El resultado fueron virus parentales eon densidades diferentes, de manera 
que pudieron separarse mediante centrifugación de eguiiibrio en un gradiente de 


Figura 5.32 

Recombinación homóloga mediante complementariedad de bases* Los ADN paren¬ 
tales se rompen en sitios no coincidentes. intercambiandose las regiones de hebra simple 
mediante un apareamiento de bases eon las secuencias homólogas. El resuftado es una 
region heteroduplex, en la que las dos hebras de ADN se derivan de moleculas parentales 
diferentes. 
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Figura 5.33 

Modelo de Holliday para la recombinación homóloga. Los corles de hebra simple se 
introducen en la misma posición en ambas hebras paternas. Las hebras cortadas se mter- 
eambian mediante complementariedad de bases, y el ligamiento produce un intermediario 
de hebras cruzadas denominado unión de Holliday. 
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denstdad de CsCI. Se infectó de nuevo E. coli eon estos virus parentales marca 
dos de diferente forma bajo condiciones en las que se inhibia la replicación, 
analizandose la densidad y las caracteristicas geneticas de la progenię de virus 
producidos* El resultado mas importante fue que los virus geneticamente re- 
combinantes obtenidos presentaban densidades intermedias, indicando que 
habian adquirido ADN de ambos virus parentales, tal y como o predecia el mo- 
delo de rotura-y-unión, y no el de oportunidad de copia. 

Modelos de recombinación homóloga 

El deseubrimiento de que la recombinación ocurre por rotura y unión planteó 
una cuestión cntica: ^cómo pueden romperse dos moleculas parentales de 
ADN exactamente en el mismo punto, de manera que se puedan unir sin muta- 
ciones resultantes de la ganancia o perdida de nucleótidos en el punto de rotura? 
Durante la recombinación entre moleculas de ADN homólogas (recombinación 
homóloga generał), se proporciona este alineamiento mediante el apareamiem 
to de bases entre las hebras de ADN complementarias (Fig. 5.32). Entre las 
moleculas de ADN homólogas se intercambian hebras simples que estan em- 
palmadas las unas a las otras, conduciendo a la formación de una region hete- 
roduplex, en la que las dos hebras de la dobie helice recombinante se derivan 
de diferentes moleculas progenitoras. Si la region heteroduplex contiene una 
diferencia genetica, ef resultado es una progenię de moleculas de ADN que 
contiene dos marcadores geneticos, En algunos casos. las bases no empareja- 
das en un heteroduplex pueden reconocerse y corregirse mediante los sistemas 
de reparación de emparejamientos, como discutimos en secciones anteriores 
en este capituio* La evfdencia genetfea de la formación y reparación de estas 
regiones heteroduplex, obtenida por los estudtos de recombinación en hongos y 
en bacterias, condujo af desarrollo de un modelo molecuiar de recombinación 
en 1964. Este modelo, conocido como el modelo de HoJliday (por Robin Hotli- 
day), continuó proporcionando las bases de la corriente de pensamiento actual 
sobre los mecanismos de recombinación, aunque se ha ido modificando eon la 
obtención de nuevos datos. 

La versión original del modelo de Holliday propoma que la recombinación se 
iniciaba mediante la infroducción de cortes en la misma posición en las dos 
moleculas parentales {Fig. 5.33). Las hebras de ADN eon el carte se desenrofla- 
ban parcialmente, invadiendo cada una a la otrą molecula por medio de la com¬ 
plementariedad eon la hebra sin romper, El ligamiento de las hebras rotas pro- 
ducia un intermediario de hebras cruzadas, conocido como la unión o 
intermediario de Holliday, que es el intermediario central en la recombinación. 
La demostración directa de la unión de Holliday por microscopia electrónica ha 
corroborado este modelo de recombinación (Fig. 5.34). 


Figura 5.34 

Identificación de Ja unión de Holliday mediante microscopia electrónica. Microgra- 
faa electrónica de una unión o intermediario de Holliday que fue detectada durante la re¬ 
combinación del ADN de plasmidos en E. coli. Debajo se muestra una interpretación dibu- 
jada de la estructura. La molecula ilustra una unión de Holliday en configuracion abierta 
como resultado de la rotación del intermediario de hebras cruzadas (vease Fig. 5.33.) 
(Cortesia de Huntington Potter, Umversity of Soutti Florida, y David Dressler, University of 
Oxford). 
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Rotura y reumón 
de las hebras cruzadas 






Heterodup1ex no recombinantes 


Heteroduplex recombinantes 


Figura 5 35 

Isomerizacion y resolución de las uniones de Holliday. Las uniones o intermediarios 
de Holliday se resuelven cortando y uniendo las hebras cruzadas, Si se resueive la umón 
Holliday formada por el intercambio inicial de hebras, la progenię resultante son heterodu- 
piex pero no son recombinantes para los marcadores geneticos fuera de la region hetero- 
duplex. Sin embargo, dos rotaciones de la moiścula de hebras cruzadas produce un isó- 
mero en el que las hebras parentales que no se rompen se cruzan, en lugar de las hebras 
inicialmente cortadas. El corte y la unión de las hebras cruzadas de este isómero produ- 
cen una progenię que es heteroduple* recombinante. 


Una vez que el intermediano Holliday se ha formado, se puede resolver cor¬ 
tando y volviendo a unir las hebras cruzadas para producir moleculas recombi¬ 
nantes (Fig 5,35). Esto puede ocurrir de dos maneras diferentes, dependiendo 
de la orientacion de la unión Holliday, que puede a su vez formar dos isómeros. 
En el isómero resultante del intercambio de hebras inicial, las hebras cruzadas 
son aquellas que se rompieron al inicio def proceso de recombinación. Sin em¬ 
bargo, la simple rotación de esta estructura produce un isómero distinto en el 
que se cruzan las hebras parentales sin romper. La solución de estos isómeros 
tiene consecuencias geneticas diferentes. En el primer caso, la progenię de 
moleculas contiene regiones heteroduplex pero no son recombinantes en el 
ADN que flanquea esta regiones. Si se da la isomerización, sin embargo, el 
corte y la unión de las hebras cruzadas dan como resultado una progenię de 
moleculas que son recombinantes en el ADN que f!anquea las regiones hetero- 
duplex. La estructura def intermediario Holliday proporciona por tanto la posibili- 
dad de generar heteroduplex recombinantes y no recombinantes, confirmando 
los datos geneticos en los que se basaba el modelo de Holliday. 
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Como se propuso inicialmente, el modelo Holliday no explicaba como se 
iniciaba la recombinación por el corte simultaneo de ambas moleculas parenta- 
les en la misma posición. Ahora parece que la recombinación generalmente se 
inicia en las roturas de dobie hebra, tanto durante la reparación del ADN como 
durante la recombinación entre cromosomas homólogos durante la meiosis 
(Fig. 5.36), Ambas hebras de ADN en la rotura de dobie hebra son en primer 
lugar reseccionadas en direcdón 5’ a 3 1 por parte de nucleasas que digieren el 
ADN, dando lugar a extremos libres sencillos. Estas hebras sencillas entonces 
mvaden a la otrą molecula parental por apareamiento de bases homólogas. A 
continuación los huecos son rellenados por la sintesis de reparación y las he¬ 
bras son unidas por ligación para dar lugar a una molecula eon una intersección 
dobie de Holliday, la cual puede resolverse para dar lugar a moleculas hetero- 
duplex recombinantes o no recombinantes, como se ha descrito previamente. 


Enzimas implicadas en la recombinación homóloga 

La mayorfa de las enzimas conocidas por participar en la recombinación se han 
identificado medianie el analisis de mutantes defectivos en la recombinación de 
E. coli. Estos analisis geneticos han establecido que la recombinación requiere 
enzimas especificas, ademas de proteinas (como la ADN po!imerasa ? ligasa, y 
protelnas de unión al ADN de hebra simple) que funcionan en diversos aspec- 
tos del metabolismo del ADN. La identificación de los genes requeridos en una 
recombinación eficiente en E. coli condujo al aislamiento de sus proteinas codL 
ficadas, que han sido caractertzadas bioquimicamente en sistemas libres de 
celulas. Estos estudios han permitido deseubrir la acción de diversas enzimas 
en la catalización de la formación y resolución de uniones de Holliday, 
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Figura 5.36 

Inłciaciórt de la recombinación por ro¬ 
turas de dobie hebra. Ambas hebras de 
ADN son digeridas por nucleasas en el 
punto de rotura de dobie hebra en la direc- 
ción 5 a 3. A continuación, las hebras 
sencillas irwaden la otrą molecula paren¬ 
tal por apareamiento de bases homólo- 
gas, Ahora los huecos son rellenados me¬ 
dianie la sintesis de reparación y sellados 
mediante ligación, dando lugar a una 
unión de Holliday dobie. 
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Figura 5.37 

Función de la proteina RecA. RecA se 
une inicialmente a un ADN de hebra sim- 
ple para tormar un filamento de ADN-pro- 
teina. La proteina RecA que envuetve aJ 
ADN de hebra simple se une a una segun- 
da molecula de ADN de dobie hebra para 
formar un complejo sin apareamiento de 
bases. Seguidamente se produce la com- 
plementariedad de bases y el intercambio 
de hebras. formando una region heterodu- 
plex. 


ADN de hebra simple 



ADN cubierto eon RecA 


^ Union de RecA 




La proteina central implicada en la recombinación homóloga es RecA, que 
promueve el intercambio de hebras entre las moleculas de ADN homólogas que 
causa la formación de los heterodup!ex (Fig. 5.37), La acción de RecA puede 
dividirse en tres etapas. En la primera, la proteina RecA se une al ADN de hebra 
simple, envolviendo al ADN para formar un filamento de proteina-ADN Debido 
a que RecA contiene dos sitios de unión al ADN, la proteina RecA que esta 
unida a la hebra simple de ADN es capaz de unirse a una segunda molecula de 
ADN de hebra dobie, para formar un complejo entre las dos moleculas de ADN. 
La asociación no especifica mediada por RecA continua eon el apareamiento 
especifico de bases entre el ADN de hebra simple y su complementario. La 
proteina RecA cataliza despues el intercambio de hebras, eon ta hebra simple 
originalmente envuelta por RecA desplazando su hebra homóloga para formar 
un heteroduplex. Por tanio, la proteina RecA es capaz de catalizar, por si mis- 
ma, las reacciones del intercambio de hebras que es esencial para la formación 
de los intermediarios de Holliday, 
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En las leveduras T una proteina reiacionada eon RecA, llamada RAD51 t es 
necesaria tanto para la recombinación genetica como para la reparación de las 
roturas de hebra dobie, RAD51 no solo es estructuralmente similar a RecA; 
como RecA, tambien es capaz de catalizar las reaedones de intercambio de 
hebras in vitro. Las proteinas relacionadascon RAD51 han sido identificadasen 
eucariotas complejos, incluyendo a los humanos, indicando que las proteinas 
relacionadas eon RecA desempehan papeles claves en la recombinación ho- 
móloga de las celulas procariotas y eucariotas. 

Una vez que se ha formado una intersección de Holliday, un complejo de 
otras tres proteinas de E. coli (Ruv A, B y C) se implican en la recombinación 
(Fig. 5,38). Ruv A reconoce a la intersección de Flolliday y reduta a Ruv B T que 
actua como un motor que dirige la migración dei punto en el que se cruzan las 
hebras de ADN, variando asi la extensión de la region del heterodupiex y la 
posición en la que tas hebras cruzadas seran cortas y estar an reunidas. Ruv C 
ahora resuelve las intersecciones de Holliday cortando las hebras de ADN cru¬ 
zadas. La reunión de las hebras cortadas media nte ligación completa el proce- 
so, dando lugar a dos moleculas recombinantes. Las celulas eucarióticas no 
poseen homólogos de las proteinas Ruv A ( B y C de E. coli. Por el contrario, la 
resolución de las intersecciones de Holliday en celulas eucariotas parece estar 
mediada por otras proteinas, que siguen sin estar iotalmente caracterizadas. 

Reorganización del ADN 

La recombinación homóloga da iugar a la reorganización de genes entre pares 
de cromosomas sin alterar la disposición de los genes en el genoma, Por el 
contrario, otros procesos recombinatorios conducen a la reorganización del 
ADN genómico. Algunas de estas organizaciones del ADN son importantes 
para el control de la expresión genica en determinados tipos de celulas; otros 
pueden desempeńar un papet evoiutivo al contribuircon la diversidad genetica. 

Ei deseubrimiento de que los genes son capaces de moverse a diferentes 
iocalizaciones surgió a raiz de los estudios de Barbara McCIintock eon maiz en 
los ahoscuarenta. Basada estrictamente en analisisgeneticos, McCIintock des- 
cribió nuevos elementos geneticos que podfan moverse a distintas localizacio- 
nes en el genoma y que alteraban la expresion de Jos genes adyacentes. Sin 
embargo tuvieron que pasar cerca de tres decadas despues del deseubrimiento 
de McCIintock hasta qu@ la mayoria de los cientiticos aceptaran el deseubri¬ 
miento de elementos transposables en bacterias y la noeión de elementos ge¬ 
neticos móviles, Actualmente se reconocen diversos tipos de reorganizaciones 
del ADN t incluyendo la transposición de los elementos inicialmente descrita por 
McCIintock, en las celulas procariotas y eucariotas. Es mas, en la actualidad se 
sabe que los elementos transponibles constituyen una gran fracción de los ge- 
nomas de animales y plantas, incluyendo casi la mitad del genoma humano. 

Recombinación espectfica tle sitio 

Contrana a la recombinación homóloga, que ocurre en cualquier region de se- 
cuencia homóloga, la recombinación especrfica de sitio se da entre secuen- 
cias especificas de ADN, que normalmente son homólogas en tan solo una 
franja estrecha de ADN, La interacción principal en este proceso esta mediada 
por proteinas que reconocen las secuencias especificas diana del ADN en lugar 
de la complementariedad de bases. 

El prototipo de la recombinación especifica de sitio se ha obtenido de los 
estudios del bacteriófago / . Cuando ż infecta a E. coli\ bien se replica para 
causar la lisis celular o puede integrarse en el cromosoma bactenano, forrnando 
un profago que se mantiene como parte del genoma de E. coli (proceso denomi- 
nado lisogenia) (Fig. 5.39). Bajo las condiciones apropiadas, la integración del 
ADN se puede invertir P provocando la escisión del ADN del fago /. y la iniciación 


Union o intermediario de Holliday 




Rotora de las hebras 
cruzadas 1 r 


Ruv C 



Figura 5,38 

Migración de rarnas y resolución de las 
uniones o intermedianos de Holliday. 

Dos proteinas de E, coli (RuvA y RuvB) 
catalizan el movimiento del punto donde 
las hebras se cruzan en las uniones de 
Holliday (migración de rarnas), RuvC re- 
suelve las uniones de Holliday rompiendo 
las hebras cruzadas, que son unidas por 
una ligasa. 
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de la replteadón virai litica. Tanto la integración como la esdsión del ADN de / 
implican la recombinación especifica de sitio entre las secueneias del ADN viral 
y la celula huesped. 

El ADN de E. cofi y el ADN del / se recombinan en sitios especificos, tla- 
mados sitios de adhesión (att del inglśs attachmentsites). Por tanto, la integra¬ 
ción del ADN de A mnplica la recombinación entre los sitios alf del fago (attP) 
y de la bacteria que presentan 240 y 25 nucleótidos, respectivamente 

(Fig, 5,40). El proceso esta mediado por una proteina de / llamada integrasa (Int), 
quese une espedficamente a las secueneias attPy attB. Int inicialmente se une a 
attP, formando un complejo en el que el ADN attP esta envuelto por multiples 
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Se inyecta el ADN de X en 
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Figura 5.39 

Proce sos litico y lisogenico del bacte- 
riófago L La infección de E. coli se inicia 
eon la myeccion del ADN del /, que pasa a 
ser circular una vez dentro de la celula 
huesped. En la infección litica, el ADN de 
/ se repfica y dirige la sintesis de protei- 
nas virales, El ADN viral se empaqueta en 
los virus de la progenie P que son liberados 
despues de fa lisis de ta celula. En la tnfec- 
ción lisogenica. el ADN de * se recombina 
eon el genoma del huesped para formar 
un profago que se integra en el cromoso- 
ma de E\ coli El ADN de ) integrado no 
dirige la sintesis de virus, sino que se re- 
plica junto eon el genoma de la bacteria. 
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copias de la proteina Int. Elcomplejo Int-affPse une a attB, alineando los sitios att 
del fago y de la bacteria- El fago y la bacteria intercambian hebras dentro de u na 
secuencia central de 15 nucleotidos compartidos por attPy attB (Fig. 5.40). La 
proteina Int introduce cortes en el interior de la region central homóloga a attB y 
attP , cataliza el intercambio de hebras, y liga las hebras rotas, integrando al ADN 
de / en el cromosoma de E. co//' La proteina Int tambien actua en la escisión del 
profago a que esencialmente es la inversión del proceso de integración. 

La recombinación especifica de sitio es importante no solo en la interacción 
entre virus como /. y sus celulas huesped. sino tambien en las reorganizaciones 
programadas dentro de los genomas celuiares. En los yertebrados, la recombi- 
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Figura 5.40 

Integración del ADN de / mediante re¬ 
combinación especifica de sitio. La in¬ 
tegración resulta de la recombinación entre 
secuencias especfficas en los genomas de 
}. y E. coli, llamados attP y attB, respecti- 
vamente. El proceso esta catalizado por 
una enzima codificada por el virus (inte¬ 
grasa), que reconoce las secuencias attP 
y attB. 


Intercambio de hebras y ligamiento 




Figura 5,41 

Mecanismo de recombinación especifica de L La recombi¬ 
nación especifica de sitio ocurre en una secuencia eon un cen¬ 
tro de 15 nucieótidos homólogos compartidos por attP y attB . 
La integrasa (Int) rompe en sitios especificos de esta secuen¬ 
cia para generarcolas de ADN de hebra sirnpie. Despues cala- 
liza el intercambio de hebras y su ligamiento, dando como re- 
sultado Ja recombinación entre attP y attB y la integración del 
ADN de ;.. 
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Region 



Figura 5.42 

Estructura de una tnmunoglobulina. 

Las inmunoglobulinas so componen de 
dos cadenas pesadas y dos cadenas ligę- 
ras, unidas por puentes disulfuro. Las ca¬ 
denas pesadas y ligeras presentan regio¬ 
nes variables y constantes. 


nación de especifica de sitio resulta crftica para el desarrollo del sistema inmu- 
ne. que reconoce sustancias ajenas (antigenos) y proporciona protección fren- 
te a agentes infecciosos. Existen dos clases principales de respuestas inmu- 
nes, las cuaies estan mediadas por linfocitos Był Los linfodtos B producen 
anticuerpos (inmunoglobulinas) que reaccionan eon antigenos solubles; los 
linfodtos T expresan proteinas de superfide celular (llamados receptores de 
celulas T} que reaccionan eon antigenos expresados en la superfide de otras 
celulas, La caracteristica principai de las inmunoglobulinasy los receptores de 
celulas T es su enorme diversidad, que permite a diferentes moleculas de anti¬ 
cuerpos y receptores de las celulas T reconocer a un vasto numero de antige- 
nos ajenos, Por ejemplo, cada individuoes capaz de producir mas de 10 11 mole¬ 
culas diferentes de anticuerpos, lo que es en exceso superior al numero total de 
genes en el genoma humano (30,000-40.000), En lugarde estar codificados en 
la linea germinal del ADN, estos anticuerpos tan diversos (y los receptores de 
las celulas I) estan codificados por genes unicos de linfocitos que se forman 
durante el desarrollo del sistema inmune como resultado de ła recombinación 
especifica de sitio entre los distintos segmentos de los genes de las inmunoglo¬ 
bulinas y los receptores celulares T. 

El papel de la recombinación de sitio especifico en la formación de los genes 
de las inmunoglobulinas lo demostro por primera vez Susumu Tonegawa en 
1976. Las inmunoglobulinas consisten en pares de cadenas de nudeotidos pe- 
sadas y ligeras identicas (Fig. 5.42). Las cadenas pesadas y ligeras se compo¬ 
nen de regiones C-terminal constantes y regiones N-terminal variables. Las re¬ 
giones variabtes, que contienen diferentes seeuencias de aminoacidos en 
diferentes moleculas de inmunoglobulinas, son las responsables de la unión 
eon el antlgeno, y es la diversidad de las seeuencias de aminoacidos de las 
regiones variables las que permiten a los anticuerpos de un individuo reconocer 
a antigenos unicos. Aunque cada individuo es capaz de producir un vasto es- 
pectro de anticuerpos distintos, cada iinfocito B produce un solo tipo de anti- 
cuerpo. El deseubrimiento clave de Tonegawa fue que cada antieuerpo esta 
codificado por genes unicos formados por recombinación especifica de sitio 
durante el desarrollo de los linfocitos B. Estas reorganizaciones geneticas crean 
diferentes genes de inmunoglobulinas en los diferentes linfocitos B del indivi- 
duo, de manera que la población aproximada de 10 12 linfocitos B en el cuerpo 
humano incluye celulas capaces de producir anticuerpos en contra de una gran 
diversidad de antigenos. 

Los genes que codifican las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas cons- 
tan de tres regiones: una region V que codifica entre 95 y 96 aminoacidos N- 
terminales de la region polipeptidica variable; una region de unión (J) que codifi¬ 
ca entre 12 y 14 aminoacidos C-terminales de la region polipeptidica variable; y 
una region C que codifica a la region polipeptidica constante (Fig. 5.43). La clase 
Principal de genes que codifican la cadena ligera en el ratón se forman por la 
combinación de aproximadamente 250 regiones V y cuatro regiones J eon una 
sola region C, La recombinación especifica de sitio durante el desarrollo de los 
linfocitos conduce a la reorganización del gen en la que una sola region V se 
recombina eon una sola region J para generar un gen de cadena ligera funcional. 
Diferentes regiones V y J se reorganizan en diferentes linfodtos B, de modo que 
las combinaciones posibles de 250 regiones V eon 4 regiones J pueden generar 
aproximadamente 1.000 (4 x 250) cadenas ligeras unicas. 

Los genes de las cadenas pesadas incluyen una cuarta region (conocida 
como la de diversidad, o region D), que codifica los aminoacidos situados entre 
las regiones V y J (Fig. 5.44). El ensamblaje de! gen funcional de la cadena pesa- 
da requiere dos procesos de recombinación: Una region D se recombina eon una 
region J, y despues una region V se recombina eon el segmento recombinado DJ, 
En el ratón t existen alrededor de 500 regiones V de cadena pesada, 12 regiones 
D, y 4 regiones J, por lo que el numero total de cadenas pesadas que se pueden 
generar mediante los procesos de recombinación es 24.000 (500 x 12 x 4). 
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ADN reorganizado en el linfoeito B 
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Las combinaciones entre las 1.000 cadenas ligeras diferentes y las 24,000 
cadenas pesadas diferentes que se han formado por recombinacion especifica 
de sitio pueden generar aproximadamente 2 x 10 7 moleculas de inmunoglobuli- 
na diferentes. Esta diversidad aumenta aun mas debido a que las uniones entre 
los segmentos geneticos de las inmunoglobulinas son eon frecuencia impreci- 
sas, perdiendose desde uno hasta varios nucleótidos o ganandose otros en los 
sitios de unión. Las mutaciones que resultan de estas deleciones e inserciones 
inerementan la diversidad de las regiones variables de las inmunoglobulinas 
aproximadamente unas 100 veces mas, correspondiendo eon la formación de 
unas i O 5 cadenas ligeras diferentes y 2 x 10 6 cadenas pesadas, que pueden 
combi narse despues para for mar mas de 10 11 antieuerpos distintos. Aun asi, des- 


C 

Figura 5.43 

Reorganización de los genes de cade¬ 
na ligera de las inmunoglobulinas. 

Gada gen de cadena ligera (se ilustran las 
cadenas ligeras k del ratón) consta de una 
region constanle (G), una region de unión 
(J) y de una region vanabie (V). Eaisten 
aproximadamente 250 regiones V diferen¬ 
tes, que estan separadas de J y C por 
unas 20 kb en la linea germinal del ADN 
Durante el desarrollo de los linfocitos B. la 
recombinación especifica de sitio une una 
de las regiones V a una de las cuatro re¬ 
giones J. Esta reorganización aetiva la 
transcripción, resultan do la formación de 
un transcrito prima rio que contiene la re¬ 
gion organizada VJ junto eon las regiones 
J y G restantes. Las regiones J no utiliza- 
das y los jutrones entre J y C se eliminan 
por escisión, produciendo un ARNm fum 
cional. 
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Figura 5.44 

Reorganización de fos ge¬ 
nes de cadena pesada de las 
inmunoglobulinas. Los ge¬ 
nes de la cadena pesada con- 
tienen regiones D ademas de 
regiones V, J, y C. Primero se 
unen ios segmentos D y J. 
Despues se une un segmento 
V a la region ya organizada DJ. 
Los intrones entre J y C se eli¬ 
minan por escisión para dar el 
ARNm de la cadena pesada. 
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Membrana pląs mat ica 


Figu ra 5.45 

Estru ctura de un receptor de cel u las T Los receptores de celulas T se componen de 
dos cadenas polipeptidicas (■/ y fi) que atraviesan la membrana plasmatica y que estan 
unidas por puentes disulfuro. Las cadenas 2 y fi se componen de regiones variables y 
constantes. 


pues de la formación de los genes recombinantes de inmunoglobulinas se sigue 
generando mayor diversidad de anticuerpos a traves del proceso conocido como 
hipermutación somatica, que consiste en la introducción de mutadones frecuen- 
tes en las regiones variables en los genes de las cadenas pesadas y ligeras. 

Los receptores de las celulas T de forma similar se componen de dos cadenas 
(llamadas 2 y />), cada una de ellas presentando regiones variables y constantes 
(Fig. 5.45). Los genes que codifican estos polipeptidos se generan por la recom- 
binación entre los segmentos V y J (la cadena 2 ) o entre los segmentos V, D, y J 
{la cadena />), analogamente a la formación de los genes de las inmunoglobulk 
nas. La recombinación especffica de sitio entre los distintos segmentos de ADN, 
en combinadón eon las mutaciones introducidas durante la recombinación, gene- 
ra un grado de diversidad de los receptores de celulas T similar al de las inmuno- 
globulinas. Sin embargo, los receptores de celulas T difieren de las inmunoglo- 
bulinas en que ellas no aumentan su diversidad por hipermutación somatica. 

La recombinación VDJ esta mediada por un complejo de dos protemas, deno- 
minadas RAGI y RAG2, que se expresan especificamente en linfocitos. Las pro- 
tefnas RAG reconocen las secuencias sehal de recombinación (RS) adyacentes 
a las secuencias codificadoras de cada segmento, genico, e inician las reorganL 
zaciones de ADN introduciendo una rotura de dobie hebra entre las secuencias 
RS y las secuencias codificantes (Fig. 5.46). A continuación, se unen los extremos 
codificantes de los segmentos genicos para dar lugar a un gen reorganizado de 
inmunoglobulina o receptor de celulas T. Resulta interesante que RAGI esta inti- 
mamente relacionada eon las enzimas que catalizan la transposición e integración 
de ADN retroviraf, como discutiremos en la siguiente sección de este capi tu lo. 


Transposición vta intermediańos dc ADN 

La recombinación especffica de sitio ocurre entre dos secuencias especificas 
que contienen al menos un pequeńo centro homólogo. Por el contrario, la trans¬ 
posición implica el movimiento de secuencias a traves del genoma y no requie- 
re secuencias homólogas. Los elementos que se mueven por transposición, 
como aquellos que describió por primera vez McCIintoek. se denominan ele¬ 
mentos transponlbles, o transposones. Se dividen en dos clases generales, 
dependiendo de si se transponen mediante un intermediario de ADN o por un 
intermediario de ARN. La primera clase de elementos transponibles se discute 
aquf; la transposición a traves de intermediarios de ARN se considera en la 
próxima sección. 

Los transposones mejor conocidos hasta ahora son los de las bacterias, 
moviendose todos ellos por medto de intermediarios de ADN (Fig. 5.47). Los 
elementos mas simples son (as secuenctas de inserción, eon una variedad de 
tamano entre los 800 y los 2.000 nucleótidos. Las secuencias de inserción se com¬ 
ponen solamente del gen de la enzima que participa en la transposición (transposa- 
sa) flanqueada por repeticiones invertidas cortas, que son los sitios donde actua la 
transposasa. Los transposones complejos se componen de dos secuencias de 
inserción que flanquean a otros genes, que se mueven como una unidad 

Las secuencias de inserción se mueven desde un sitio cromosómico hasta 
otro sin replicar su ADN (Fig. 5.48). La transposasa introduce una rotura simple 
en el ADN diana y corta en los extremos de las secuencias invertidas repetidas 
del transposon. Aunque la transposasa actua especfficamente en las repeticto- 
nes invertidas del transposon, normalmente e$ menos especffica respecto a la 
secuencia de! ADN diana, de manera que cafaliza el movimiento del transposon 
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Figura 5 AS 

Recombinación VDJ. Los segmentos 
coditicadores de los genes de las inmuno- 
g lobu li nas y los receptoresde celulas T (p. 
ej M on segmento V y D) estan f!anqueados 
por secuencias de senal de recombinación 
cortas (RS), opuestamente orientadas en 
los extremos 5 y 3 de las secuencias codi- 
ficadoras, Las RS son reconocidas por un 
complejo de protein as de recombinación 
especifica de linfocitos RAGI y RAG2, que 
rompen e! ADN entre las secuencias codi- 
ficadoras y las RS, Las hebras codificado- 
ras rotas se unen para producir un seg¬ 
mento del gen reorganizado. 
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Figura 5A7 

Transposones bacterianos. Las se¬ 
cuencias de inserción vanan de 800 a 
2.000 nucleótidos y contienen un gen para 
la transposasa flanqueado por repeticio- 
nes inyertidas (IR) de unos 20 nucleóti¬ 
dos, Los transposones complejos se com- 
ponen de dos secuencias de inserción 
que flanquean a otros genes y tienen una 
longitud caractenstica de 5 a 20 kb. 
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Experimento clave 


Reorganización de los genes de inmunoglobulinas 


Evidencia de (a reorganización somatica de genes 
de inmunoglobulina que codifican las regiones variable y constante 

Nobumichi Hozumi y Susy mu Tonegawa 

Instituto de Inmunologfa de Basel, Basel, Suecia 

Procedings of the National Academy of Sciences. USA, Vofume 73, 1976, pags. 3628-3632 


Contexto 

La capacidacf deł sistema inmune de 
fos vertebrados para reconocor a 
una variedad infinita de m o lec u las 
extrańas implica que los linfocitos 
son capaces de producir la 
correspondiente vasta diversidad de 
anticuerpos. Ya que esta diversidad 
de anticuerpos es la dave del 
reconocim lento inmune, comprender 
et mecanismo me dian te el cual 
aparentemente se codifica un 
numero ilimitado de diferentes 
inmunoglobulinas en el ADN 
genómico es uno de los principales 
temas que trata la inmunologia. 

Previamente a los experimentos 
de Hozumi y Tonegawa, la 
secuenciacion de proteinas de 
varias inmunoglobufinas habia 
demostrado que fas cadenas 
ligeras y pesadas se com pentan de 
distintas regiones variables y 
constantes, Estudios geneticos 
posteriores indicaron que fos 
ratones solo heredaban copias 
simples de los genes de la region 
constante. Estas observaciones 
condujeron a proponer que las 
inmunoglobulinas estśn codificadas 
por multipfes genes de regiones 
variables que pueden asociarse eon 
un gen de region constante. El 
deseubrimiento de las 
reorganizaciones geneticas de las 
inmunoglobulinas por Hozumi y 
Tonegawa proporcionó la primera 
base experimental para esta 
hipótesis y supuso el rnicio del 
entendimiento de la base molecular 
de la diversidad de anticuerpos. 

Experimentos 

Hozumi y Tonegawa probaron la 
posibilidad de que los genes que 
codifican las regiones variable y 
constante de las inmunoglobulinas 
estuvieran unidos a nivel del ADN 
durante el desarrollo de los 


linfocitos. Se aproximaron 
experimentalmente utilizando la 
digestión por endonucleasas de 
restricción para comparar la 
organización de las secuencias de 
las regiones variabte y constante 
en ADN extraidos de embriones de 
ratón y de celulas de un 
plasmocitoma de ratón (un tumor 
de linfocitos B que produce una 
sola especie de inmunoglobulinas). 

Los ADN del embrion y el 
plasmocitoma fueron digeridos eon 
la endonucleasa de restricción 
BamHl, separandose los 
fragmentos de diferentes tamańos 


por electroforesis en gel de aga rosa. El 
gel se cortó en laminas, y et ADN 
extrafdo de ca da lamina fue hibridado 
eon sondas marcadas radiactivamente 
preparadas a partir de ARNm de 
inmunoglobulinas aisladas de las 
celulas del plasmocitoma. Se utilizaron 
dos sondas, correspondientes al ARNm 
completo de la inmunoglobulina o al 
extremo 3 del ARNm, compuesto 
exclusivamente de secuencias eon 
regiones constantes. 

El resuftado fundamental fue la 
obtención de patrones completamente 
distintos para las secuencias de las 
regiones variab(es y las regiones 
constantes detectadas en el ADN del 
embrion en comparación eon los 
encontrados en el ADN del 
plasmocitoma (vease figura). En el ADN 
de! embrion, la sonda complefa hibrida 
eon dos fragmentos BamHl de unas 8,6 
y 5,6 kb, respectivamente. 
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Get de electroforesis de fos ADNs de embrión y plasmocitoma digeridos eon BamHł e hibridados 
eon sondas correspondientes al ARNm completo o a la parte 3 del ARNm del plasmocitoma Los* 
datos estan representados tal y como se detectó la radioaetividad en las moteculas hibndas eon 
ADN en cada porción de gel. 
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Reorganización de fos genes de inmunogłobulinas (continuacićn) 


Solamemte ej fragmento de 8,6 kb 
hibridacon la sonda 3\ sugiriendo 
que el fragmento de 8,6 kb 
contiene Sas secuencias de la 
region constante y que el 
fragmento de 6,6 kb contiene las 
secuencias de la region variable. 
Por el contrario, ambas sondas 
hibndan eon un solo fragmento de 
3,4 kb en et ADN del 
plasmocitoma. La interpretación de 
estos resultados fue que las 
secuencias de la region variable y 
constante estaban separadas en el 
ADN del embrion pero que se 
reorganizaron para formar un solo 
gen de inmunoglobulina durante el 
desarrollo de! Ilnfocito. 

Impacto 

Los resultados iniciales de Hozumi 
y Tonegawa, basados en los datos 
relativamente indirectos del mapeo 
eon la endonucleasa de 
restricción, se confirmaron y 
ampliaron a traves de la clonación 


y secuendación molecular de los 
genes de inmunogłobulinas, Estos 
estudios establecieron que estos 
genes se generan por 
recombinación especifica de sitio 
entre distintos segmentos de ADN 
en los linfocitos B. En los linfocitos 
T, reorganizamientos stmilares del 
ADN son los responsables de la 
formación de los genes 
codtficadores de los receptores de 
celulas T. Por tanto, la 
recombinación las reorganizacones 
geneticas programadas son 
esenciales para el desarrollo del 
sistema inmune. 

Estudios posteriores han 
demostrado que las regiones 
variables de las inmunogłobulinas y 
los receptores de celulas T se 
generan mediante 
reorganizaciones de dos o tres 
segmentos diferentes de ADN La 
habilidad de estos segmentos para 
recombinarse, junto a una 
frecuencia elevada de mutaciones 



Susumu Ton ega wa 


introducidas en los sitios de 
recombinación, es la responsable 
de la diversidad de las 
inmunogłobulinas y los receptores 
de celulas T. El deseubrimiento de 
los reorganizaciones geneticas de 
las inmunogłobulinas proporcionó 
las bases para Ile gar a entender 
como el sistema inmune puede 
reconocer y responder a una 
variedad virtualmente ilimitada de 
sustancias ajenas. 
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Repeticiones directas del sitio diana del ADN 


Figura 5 48 

Transposición de secuencias de inser- 
ción. La transposición simpie no implica 
la replicación del ADN del transposón. La 
transposasa rompe en ambos extremos 
del transposón e introduce un corte mono- 
catenario en el ADN diana. Los extremos 
sueltos del AON diana se unen al transpo¬ 
són, reparandose los espacios que resul- 
tan de los cortes monocatenarios. El re- 
sultado es la formación de repeticiones 
directas cortas del sitio diana del ADN (de 
5 a 10 nucleótidos de longitud) flanquean- 
do al transposón integrado. 
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a lo largo del genoma. Tras el corte del transposón y de los sitiosdiana del ADN, 
la transposasa une los extremos que cuelgan del ADN diana al elemento trans- 
ponible. El espaclo resultante en el ADN diana se repara medianie la smtesis de 
ADN, seguida por el iigamiento a la otrą hebra del transposón. El resultado de 
este proceso es una repetidón directa corta del sitio diana del ADN a ambos 
lados del elemento transponible —una marca de la integración del transposón—. 

Este mecanismo de transposición determina el movimiento del transposón 
desde un sitio cromosómieo a otro, Otros tipos de transposones se mueven 
mediante un mecanismo mas complejo, en el que el transposón se repitca de 
acuerdo eon su integración en el nuevo sitio diana. Este mecanismo produce la 
integración de una copia del transposón en una nueva posición en el genoma. 
mientras que la otrą copia permanece en su posición original. 

Los transposones que se trasladan mediante intermediarios de ADN se en- 
cuentran presentes en eucariotas ademas de en bacterias. Por ejemplo, el ge- 
noma humano contiene aproximadamente 300.000 transposones de ADN, que 
constituyen el 3% del ADN humano. Los elementos transponibles originalmente 
descritos por McCIintock en el maiz se trasladan mediante un mecanismo no 
replicativo r al igual que la mayorta de los elementos transponibles de otras plan- 
tas y animales. De igual manera que los transposones bacterianos, estos ele¬ 
mentos se mueven a muchos puntos diana diferentes a lo largo del genoma. El 
movimiento de estos transposones a sitios no especificos del genoma no pare- 
ce ser muy ventajoso para las celuias en las que ocurre, pero sin duda ha jugado 
un papel fundamental en la evolución estimulando las reorganizaciones de ADN, 

En levaduras y protozoos, sin embargo, la transposición a traves de un me¬ 
canismo replicativo es responsabfe de reorganizaciones programadas del ADN 
que regulan la expresión genica. En estos casos la transposición se inicia por la 
accion de una nucleasa especifica de sitio que rompe en un sitio diana especifi- 
co, en donde se inserta una copia del elemento transponible. Los elementos 
transponibles son por tanto capaces no solo de moverse a sitios no especificos 
del genoma, sino tambien de participar en la reorganización especifica de ge- 
nes determinando cambios programados en la expresión genica. 


Transposición vta intermediarios de ARN 


Figura 5.49 

Organización de un ADN retroviral. El 

ADN proviral integrado esta flanqueado 
por repeticiones terminales largas (LTR) t 
que son repeticiones directas de varios 
cientos de nucleotidos Los genes virales, 
incluyendo los genes para [a transcriptasa 
inversa y protefnas estrueturales de la 
particula viral, estan localizados entre las 
secuencias LTRs. El provirus integrado 
esta flanqueado por repeticiones directas 
cortas del ADN huesped. 


La mayoria de los transposones en las celuias eucarióticas son retrotranspo- 
sones, que se trasladan via transcripción lnversa de intermediarios de ARN. En 
el hombre, hay casi 3 miilones de copias de transposones, constituyendo mas 
del 40% del genoma (vease Tabla 4,1). El mecanismo de transposición de estos 
elementos es simiiar a la replicación de los retrovirus, los cuales han proporcio- 
nado el prototipo de sistema para el estudio de esta clase de secuencias de 
ADN móviles. 

Los retrovirus contienen genomas de ARN en sus particulas virales pero se 
replican mediante la smtesis de un provirus de ADN, que se integra en el cromo- 
soma de ADN de Jas celuias infectadas (vease Fig 3.13). La enzima trans¬ 
criptasa irwersa sintetiza una copia de ADN partiendo del ARN viral. A traves 
de este mecanismo se produce la smtesis de una molecula de ADN que con¬ 
tiene repeticiones directas de varios cientos de nucleótidos en ambos extre- 
mos (Fig. 5.49). Estas secuencias repetidas, llamadas repeticiones termina¬ 
les targa s, o LTRs (del Ingi es, long terminal repeats ), surgen de la duplicadón 
de los sitios del ARN donde se unen los cebadores para comenzar la smtesis de 
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ADN. Las secuencias LTR se presentan como un elemento central para la 
transcripción inversa, ademas de estar implicadas en la integración y posterior 
transcripción del provirus de ADN. 

Como todas las ADN polimerasas, la łranscriptasa inversa necestta un ce¬ 
bador, que en el caso de los retrovirus es ona molecula de ARNt unida a un 
sltio especffico (sitio de unión del cebador) cerca del extremo 5 del ARN viral 


Figura 5.50 

Generación de las LTR durante la 
transcripción inversa. LasLTRsecom- 
ponen de tres elementos secuenciales: 
una secuencia de repetición corta (R) de 
unos 20 nucleótidos que esta presente en 
ambos extremos del ARN viral; una se¬ 
cuencia unica del extremo 5' dei ARN vrral 
(U5); y una secuencia unica dei extremo 
3 del ARN vira! (U3). Las repeticiones de 
estas secuencias se generan durante la 
sintesis del ADN cuando la transeripłasa 
inversa salta dos veces entre los extre- 
mos de su molde. La sintesis comrenza 
utilizando un cebador de ARNt unido a un 
sitio de unión a! cebador (PBS) adyacente 
a U5 en el extremo 5 r del ARN viral. La 
polimerasa copia a R. y la hebra de ARN 
del hibrido de ARN-ADN es degradada 
por la ARNasa H. Despues la polimerasa 
salta al extremo 3 del ARN viral para sin- 
letizar una hebra completa de ADN com- 
plementaria a la hebra molde de ARN. La 
polimerasa salta de nuevo durante la sin¬ 
tesis de la segunda hebra de ADN, que 
tamblen se inicia por ia unión de un ceba¬ 
dor cerca del extremo 5 de su molde. El 
resultado de estos saltos es la formación 
de LTRs que contienen secuencias U3-R- 
U5. 
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(Fig. 5.50). Puesto que la sintesis del ADN es en el sentido de 5' a 3', solamente 
un pequeńo segmento de ADN es sintetizado antes de que la transcriptasa in- 
versa alcance el finał de su molde, La continuación de la sintesis del ADN de- 
pende de la capacidad de la transcriptasa lnversa para «saltar» al extremo 3 de 
la molecula molde de ARN. Esto se consigue gracias a la actividad ARNasa H 
de la transcriptasa inversa, que degrada la hebra de ARN de los hfbndos de 
ADN-ARN. Como resultado, el ADN recien sintetizado se conyierte en una mo¬ 
lecula de hebra simple t que puede hibridar eon alguna secuencia repetida corta 
que este presente en los extremos 5 f y 3 f del ARN viraL Por tanto la sintesis del 
ADN puede continuar, produciendo una molecula de ADN de hebra unica com- 
plementaria af ARN viral. La sintesis de la hebra opuesta de ADN comienza a 
traves de un fragmento del ARN viral que actua como iniciador, en un sitio cerce 
del extremo 3 de la hebra molde de ADN. De nuevo el resultado es un segmen¬ 
to corto de ADN, que incluye el sitio de unión del cebador coptado a partir del 
ARNt utilizado como cebador inicial de la transcripción inversa. La secuencia de 
unión al cebador de ARNt es degradada por la ARNasa H. dejando una hebra 
de ADN colgando que de nuevo «salta» para emparejarse eon su secuencia 
complementaria al otro extremo del molde. Asi. la sintesis del ADN puede conti¬ 
nuar una vez mas, resultando finalmente un ADN linear eon LTRs en ambos 
extremos. 

El ADN viral linear se integra en el cromosoma de la celula huesped mediante 
un proceso que reeuerda a la integraeión de los elementos transponibles. La inte- 
gración esta catalizada por una proteina de integraeión viral y se da en muchas 
secuencias diana diferentes del ADN celular. La proteina de integraeión rompe 
dos bases antes de los extremos del ADN viral e introduce un corte monocatena- 
rio en el sitio diana del ADN celular. Los extremos colgantes del ADN celular se 
unen al extremo del ADN viral, y el e spać i o es rellenado eon la sintesis de ADN. 
El provirus integrado esta por tanto flanqueado por una repetición directa de las 
secuencias celutares, simifar a las repeticiones que flanguean a los transposo- 
nes de ADN. 

El ciclo de vida del virus continua eon ta transcripción del provirus integrado, 
que produce ARN genómico viral como ARNm que diiige la sintesis de las pro- 
teinas virales (incluyendo la transcriptasa inversa y la proteina de integraeión). 
El ARN genómico se empaqueta en las particulas virales, que son liberadas de 
ta celula huesped. Esta progenię viral pueden infectar a una celula nueva, ini- 
ciando asi otro proceso de sintesis e integraeión del ADN. Et efecto neto pode- 
mos definirlo como el movimiento del provirus desde un sitio eromosómico a 
otro, mediante la sintesis y la transcripción inversa de un intermediariode ARN. 

Otros retrotransposones difieren de los retrovirus en que no se empaguetan 
en particulas infecciosas y por lo tanto no pueden pasar de una celula a otrą. Sin 
embargo, estos retrotransposones pueden moverse a una nueva diana cromo- 
sómica dentro de una misma celula, mediante mecanismos fundamentalmente 
similares a los implicados en la replicación de los retrovirus. 

Algunos retrotransposones (denominados elementos semejantes a los re- 
trovirus o retrotransposones LTR) son similares estructuralmente a los retrovi- 
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Figura 5.51 

Estructura del retrotransposón LTR. El elemento transpomble de levaduras Tyl pre- 
senta la misma organización que un retrovirus. Las secuencias codificadoras de proleL 
nas, incluyendo genes para la transcriptasa inversa y proteinas de integraeión, estan flan- 
queadas por LTRs (llamados elementos a) de u nas 330 pares de bases (pb). El 
transposón integrado esta flanąueado por repetictones directas cortas del sitio diana del 
ADN. 
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rus (Figura 5.51). Los retrotransposones de este tipo constituyen aproximada- 
mente el 8% del genoma humano. Poseen secuencias LTR en ambos extre- 
mos; codifican la transcriptasa inversa y la integrasa; y se transponen {como 
retrovirus) mediante la transcripción a ARN, sintesis de una nueva copia de 
ADN por la transcriptasa inversa e integración en el ADN celular, 

Los retrotransposones no LTR difieren de los retrovirus en que no contienen 
secuencias LTR, aunque si codifican su propia transcriptasa inversa. En mami- 
feros. la clase principal de estos retrotransposones consiste en elementos dis- 
persos largos y altamente repetitivos (LINEs: tang interspersed elements), que 
se repiten aproximadamente 850.000 veces en el genoma y constituyen aproxi- 
madamente el 21% del ADN genómico (vease Capitulo 4). Un elemento LINĘ 
completo es de 6 a 7 kb de largo, aunque la mayoria de los miembros de la 
familia estan truncados en su extremo 5' (Fig. 5.52). En su extremo 3', los LINEs 
poseen regiones de secuencias ricas en A que se creen derivadas de la trans¬ 
cripción inversa de las colas de poliA que se ariaden a los ARNm despues de la 
transcripción (vease Capitulo 6). Al igual que otros elementos transponibles. los 
LINEs se encuentran flanqueados por pequeńas repeticiones directas del punto 
diana del ADN, indicando que la integración impiica cortes escalonadosy repa- 
ración por sintesis. 

Puesto que los LINEs no contienen secuencias LTR, el mecanismo de su trans¬ 
cripción inversa y posterior integración en el ADN cromosómico debe ser distinto de 
aquel utilizado por los retrovirus y la clase 1 (contienen LTRs) de retrotransposones. 
En particular, la transcripción inversa se inicia eon la rotura de un extremo del ADN 
cromosómico por el sitio de integración , que resulta del corte en el sitio diana del 
ADN por una nucleasa codificada por el retrotransposón (Fig. 5.53). Se inicia por 
tanto la transcripción inversa eon la cola poli-A en el extremo 3' del transposón de 
ARN y que continua a lo largo de la molecula. La hebra opuesta de ADN se sinteti- 
za utilizando como cebador el otro extremo roto del sitio diana del ADN, resultando 
asi simultaneas la sintesis y la integración del retrotransposón de ADN. 

Otros elementos secuenciales. que no codifican su propia transcriptasa in- 
versa, tambien se transponen via intermediarios de ARN. Estos elementos in- 
cluyen a las secuencias altamente repetitivas cortas dispersas (SINEs), de las 
que existen cerca de un milion de copias en los genomas de los mamiferos 
(vease Capitulo 4). La principal familia que representa a estos elementos se 
compone de secuencias Alu, que constan aproximadamente de 300 bases de 
longitud. Estas secuencias son ricas en segmentos de poli-A en sus extremos 3' 
y estan flanqueadas por duplicaciones cortas de las secuencias diana del ADN, 
una estructura similar a la de los retrotransposones que carecian de secuencias 
LTR (p. ej., los LINEs). Los SINEs surgen de la transcripción inversa de peque- 
ńos ARN, que incluyen a los ARNt y a pequenos ARN citopiasmaticos implica- 
dos en el transporte de proteinas. Puesto que los SINEs no codifican productos 
funcionales del ARN, representan pseudogenesque se forman por la transposi- 
ción de ARN. Los pseudogenes de muchos genes codificadores de proteinas 
(llamados pseudogenes procesados) surgen de forma similar a traves de la 
transcripción inversa del ARNm (Fig. 5.54). Estos pseudogenes procesados se 
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Figura 5,52 

Estructura de LINEs hu ma nos. Los LINEs carecen de LTRs, pero codifican la transcrip¬ 
tasa inversa. Presenta tramos de secuencias ricas en A (designadas A J en sus extremos 
3\ que se cree que denvan de la transcripción inversa de colas de poli-A anadidas al 
extremo 3 de los ARNm. Al igual que otros elementos transponibles, los LINEs estan 
flanqueados por repeticiones directas cortas del sitio diana del ADN. 
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Figura 5.53 

Modelo de transcripeión irwersa e inte¬ 
grator de LINEs. El punto diana del ADN 

es escindido por una nucleasa codiftcada 
por el retrotransposón. La transcripeión in- 
versa, desencadenada por un extremo roto 
del ADN diana, se inicia en el interior de la 
cola de poli-A en el extremo 3 del retro- 
transposón de ARN. La sintesis de la he- 
bra opuesta del retrotransposón de ADN 
se desencadena de forma similar por la 
otrą hebra de ADN en el punto diana. 
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pueden reconocer facilmente no solo por la presencia de los segmentos ricos 
en A sino tambien por que se han eliminado los intrones que estaban presentes 
en el correspondiente gen normal durante el procesamiento del ARNm. La 
transposición de los SINEs y otros pseudogenes procesados se cree que trans- 
curre de manera similar a !a transposición de los LINEs. Sin embargo, debido a 
qLie estos elementos no incluyen los genes para la transcriptasa tnversa u otrą 
nucleasa. su transposición presumiblemente implica la acción de transcriptasas 
inversas y nucleasas que estan codificadas en algun otro lugar del genom a —po- 
siblemente por retrotransposones de clase i o II, como los LINEs—. 

Aunque los altamente repetitivos SINEs y LINEs representan una fracción 
significativa del ADN genómico, su transposición a sitios aleatorios en el genoma 
parece ser que no resulta muy util para la celula en la que se eneuentraa Estos 
transposones inducen mutaciones cuando se integran en un sitio diana nuevo, y 
al igual que las mutaciones inducidas por otros agent es, la mayoria de las muta- 
ciones resultantes de la integración por transposición se espera que sea danina 
para la celula. De hecho, las mutaciones se han asociado eon algunos casos de 
hemofilia, distrofia muscular. y cancer de colon. Por el contrario, algunas mutacio¬ 
nes derivadas de la transposición de estos elementos puede ser beneficiosa t 
contribuyendo de manera posiliva en la evolución de las especies. Por ejemplo, 
algunos retrotransposones en los genomas de mamiferos contienen secuencias 
reguladoras que controlan la expresión de genes adyacentes. 

Ademas de su papel como mutagenos, los retrotransposones tambien pue¬ 
den contribuir a la diversidad genetica mediante la estimulacion de reorganiza- 
ciones del ADN. Las secuencias de ADN celular que se eneuentran adyacentes 
a los LINEs eon frecuencia se intercambian en el proceso de transposición. 
Como consecuencta, la transposición de los LINEs puede dar lugar al movi- 
mientode secuencias de ADN celular a sitios nuevosen el genoma. Puesioąue 
los LfNEs son capaces de integrarse dentro de genes activos, la transposición 
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Figura 5.54 

Formación de un pseudogen proce sa- 

do. El gen ilustrado contiene tres exor>es. 
separados por dos intrones, Los intrones 
se eltminan de] transcrito primarto me- 
diante escisión, y se anade una cola de 
poli-A al extremo 3 del ARNm. La trans- 
cripción irwersa y la integración producen 
un pseudogen proeesado, que no contie- 
ne intrones y presenta un tramo rico en A 
en su extremo 3', El pseudogen procesa- 
do esta flangueado por repeticiones direc- 
tas cortas del sitio diana del ADN que se 
generaron durante la integración. 


asociada de las secuencias de ADN ceiular puede conducir a la formación de 
nuevas combinaciones de secuencias reguladores y/o codificadoras y contribuir 
directamente a la evolución de nuevos genes. 

La gran mayona de los elementos transponibles del genoma humano son 
inactivos, eon solo unas 100 copias de LINEs que mantienen las secuencias 
codificadoras de proteina necesarias para su transposición. Todos los transpo- 
sones de ADN humanos y la mayoria de los retrotransposones representan asf 
reliquias de Ea evolución en lugar de elementos actualmente funcionales. Sin 
embargo, este no es el caso en otras especies, incluyendo Arabidopsis T C, eie- 
gans , Drosophlia y los ratones, que poseen un nivel muy superior de actividad 
de sus transposones En el ratón, por ejemplo. los retrotransposones LTR, LINEs 
y SINEs son todos activos. En consecuencia. se estima que et 10% de todas las 
mutaciones en los ratones es resultado de los transposoneSs comparado eon 
solo en torno a 1 de cada 600 en el hombre. Exisfe pues una intrigante y notable 
diferencia en la actividad de los transposones entre los ratones y humanos, 
cuya explicación est a todavia por determinar. 

Ampli fi caci on gen i ca 

Las reorganizaciones del ADN que hemos discutido hasta ahora alteraban la posi- 
ción de una secuencia de ADN dentro del genoma La amplificación genica pue¬ 
de entenderse como un tipo diferente de alteración en la estructura del genoma; 
inerementa el numero de copias de un gen dentro de una cel ula. La amplif icación 
genica es el resultado de la repetición de la replłcación del ADN, produciendo multi- 
ples copias de una region en particular (Rg, 5,55). Las secuencias de ADN amplifi- 
cadas se pueden encontrar en forma de moleculas extracromosómicas libres o 
como distribuciones en tandem de secuencias dentro del cromosoma. En cualguier 
caso t el resultado es el aumento de la expresión del gen amplificado, simplemente 
debido a que estan disponibles mas copias del gen que sera transcrito. 

En algunos casos, la amplificación genica es responsable de aumento pro- 
gramado durante el desarrollo de la expresión genetica. El ejemplo dasico es la 
amplificación de los genes de ARN ribosómico en los oocifos (huevos) de los 
anfibios. Los huevos son celulas extremadamente grandes, que reguieren una 
sintesis de proteinas muy alta. Los oocitos de los anfibios en particular son 
aproximadamente un milion de veces mas grandes en volumen que una celula 
somatica tipica y deben proporcionar grandes cantidades de sintesis de protet- 
nas durante el desarrollo temprano. Para ello es necesario aumentar la sintesis 
del ARN ribosómico, resuelta en parte por la amplificación de los genes del ARN 
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Figura 5.55 

Amplificación del ADN. Repetidas 
vueltas de replicacion del ADN producen 
multiples copias de una region 
cromosómica particular. 


ADN 




nbosómico. Tal y como dijimos en el Capitulo 4, en cada genoma existen varios 
cientos de copias de genes de ARN ribosómico, de manera que se puede pro- 
ducir el suficiente ARNr para atender las necesidades de las celulas somaticas. 
En los huevos de los anfibios, estos genes se amplifican 2,000 veces mas, 
aproximadamente un milion de copias por oocito. Giro ejemplode amplificación 
genica programada se da en Drosofiia, en donde los genes que codifican a las 
p rotę mas del cońon (genes del corion) se amplifican en las celulas del ovario 
para producir grandes cantidades de estas protefnas. Al igual que otros reorga- 
nizaciones programadas, sin embargo, la amplificación genica es un proceso 
relativamente infrecuente que ocurre en tipos de celulas altamente especializa- 
das; no es un mecanismo comun en la regulación genica. 

La amplificación genica tambien ocurre como un proceso anormal en las 
celulas cancengenas, en las que aumenta la expresión de los genes que contri- 
buyen al crecimiento celular incontrolado. Tai amplificación genica se describió 
por primera vez en las celulas cancengenas que resultaron resistentes al meto- 
trexato, uno de los medicamentos utilizados en la quimioterapia del cancer. El 
meiotrexato inhibe a la enzima dihidrofolato reductasa, que esta implicada en la 
sintesis de los dNTPs y por tanto necesaria para la sintesis de ADN. La resis- 
tencia al rmetotrexato eon f recuencia se desarrolla a partir de la amplificación de! 
gen dihidrofolato reductasa, produciendo el aumento de la producción de la en¬ 
zima y como consecuencia la perdida de la inhibición efectiva del mefotrexato. 
Ademas, la amplificación genica en las celulas cancengenas suele determinar 
el aumento de la expresión de los genes que dirigen la proliferación celular (on- 
cogenes) contribuyendo asi de manera directa al desarrollo del tumor (vease 
Cap. 15). Por ejemplo, la amplificación del gen erbB-2 normalmente esta impli¬ 
cada en el cancer de mama humano. Por tanto, al igual que otros tipos de reor- 
ganizaciones del ADN, la amplificación genica puede tener consecuencias be- 
nignas o malignas para la cel u la o el organismo en el que ocurra. 
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RESUMEN 

REPLICACIÓN DEL ADN 

ADN poiimerasas: Distintas ADN potimerasas desempeńan funciones dife- 
rentes en la replicación y reparación del ADN en las celulas procariotas y 
eucariotas* Todas las ADN polimerasas conocidas sintetizan el ADN exclusi- 
vamente en sentido de 5 a 3' mediante la adición de dNTPs a la hebra ceba- 
dora de ADN, 

Horquilla de replicación: Las hebras parentales de ADN se separan y sir- 
ven de molde para la smtesis de dos nuevas hebras en la horquil!a de repli¬ 
cación. Una de fas hebras nuevas de ADN (la hebra conductora) se sintetiza 
de manera continua; \a otrą hebra (la hebra rezagada) se forma por la unión 
de pepuehos fragmentos de ADN que son sintetizados «marcha atras» eon 
respecto al sentido de la replicación. Las ADN polimerasas y otras muchas 
protemas actuan de manera coordinada para sintetizar a las hebras conduc¬ 
tora y rezagada del ADN. 

Fidelidad de la replicación : Las ADN polimerasas aumentan la exactitud 
de la replicación a traves de la selección de la base correcta y la dobie lectu- 
ra del ADN recien sintetizado para eliminar las bases desapareadas, 

Orlgenes e iniclo de la replicación: La replicación del ADN comienza en 
origenes especfficos de replicación, que contienen los sitios de unión para 
las protemas que inician el proceso. 

Tetomeros y teiomerasa: repticación de los extremos del cromosoma 

Las secuencias repetidas telomericas en los extremos de los cromosomas 
se replican por la acción de la transcripfasa inversa (teiomerasa) que contie- 
ne su propio molde de ARN. 

REPARACIÓN DEL ADN 

tnversión directa del ADN dańado : Algunos tipos de lesiones comunes del 
ADN, como los dimeros de pirimidina y los residuos de guanina algullados, 
son reparados por la inversión directa del dano. 

Reparación por escisión : La mayoria de los dahos en el ADN son repara¬ 
dos mediante la escisión del ADN dańado. El espacio resultante se rellena 
eon ADN recien sintetizado, usando a la hebra complementaria no dańada 
como molde. En la reparación por escisión de las bases* se elimina de la mole- 
cula de ADN a tipos especificos de bases dańadas. Por el contrario, los siste- 
mas de reparación por escisión de nucleótidos reconocen a una vasta varie- 
dad de bases dańadas como parte de un oligonucleótido. Un tercer tipo de 
sistema de reparación por escisión elimina especificamente las bases desem- 
parejadas de las hebras de ADN recien sintetizadas. 

Reparación propensa aierror: ADN polimerasas especializadas son capa- 
ces de replicar el ADN opuesto a un punto de ADN dańado, aunque la acción 
de estas polimerasas resulta en una elevada frecuencla de incorporacion de 
bases incorrectas. 

Reparación recombinatoria: El ADN dańado puede ser reemplazado me¬ 
diante recombinación eon una molecula no dańada, Este mecanismo juega 
un papel importante en la reparación de dańos que se eneuentran durante 
la replicación del ADN, ademas de en la reparación de roturas de dobie 
hebra. 


PALABRAS CLAVE 


ADN polimerasa mutageno 


horąuiila de replicación, fragmento de 
Okazaki, ADN ligasa, hebra conductora, 
hebra tardia, primasa, ARNasa H, 
exonucleasa, helicasa, proteina de unión 
a la hebra simple de ADN t topoisomerasa 


dobie lectura 


origen de replicación, secuencia de 
replicación autónoma (ARS} t complejo 
de origen de replicación (ORC) 


teiómero, teiomerasa, transcriptasa 
inversa 


dimero de pirimidina, fotorreactivación 


reparación por escisión de bases, ADN 
glicosHasa. AP cndonuclcasa, 
reparación por escisión de nucleótidos, 
escinucleasa, reparación acoplada a ta 
transcripción, reparación de errores 


reparación propensa al error 


re pa ra c i ón recom b i n ator i a 
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recombinación homóloga generał, 
modelo de Holliday, unión o 
intermediario de Holliday 


RecA 


recombinación especifica de sitio, 
lisogenia. antigeno. inmunoglGbulina, 
receptor de celulas T 


transposición, elemento transponible, 
transposón 


retro wirus, transcriptasa inversa t 
repetición terminal larga (LTR), 
retrotransposon, U NE. SINE, pseudo gen 
procesado 


amplificación genica 


RECOMBINACIÓN ENTRE SECUENCIAS HOMÓLOGAS DE ADN 

Las moiecuias de ADN se recombinan mediante rotura y unión El me¬ 
canismo molecular de la recombinación implica la rotura y la unión de las 
moleculas parentales de ADN. 

Modeios de recombinación homóloga : La alineación entre las moleculas 
de ADN homólogas proporciona el apareamiento complementario de las ba* 
ses. Las hebras de ADN parental «melladas» invaden a la otrą molecula 
parental, produciendo un intermediario de hebras cruzadas conocido como 
unión o intermediario de Holliday. Las moleculas recombinantes se forman 
despues por escisión y unión de las hebras cruzadas. 

Enzimas invotucradas en la recombinación homóloga. La enzima cen¬ 
tral de la recombinación homóloga es RecA, que catatiza el intercambio de 
hebras entre los ADN homólogos, Otras enzimas cortan y desenrollan los 
ADN parentales y resuelven las uniones de Holliday. 

REORGANIZAMIENTOS DEL ADN 

Recombinación especifica de sitio ; La recombinación especifica de sitio 
tiene lugar entre secuencias especificas de ADN que son reconocidas por 
proteinas que permiten el proceso, En los vertebrados, la recombinación es¬ 
pecifica de sitio desempeńa un papel esencial en la generación de inmunoglo- 
bulinas y genes de los receptores de las cólulas T durante el desarrollo del 
sistema inmune. 

Transposición vta intermediarios de ADN. La mayoria de los transposo- 
nes se mueven a lo largo del genoma sin necesidad secuencias especificas 
de ADN en sus sitios de inserción. En levaduras y protozoos, sin embargo, la 
transposición de algunas secuencias de ADN a dianas especificas son el 
resultado de organizaciones programadas del ADN que regułan la expresión 
genica. 

Transposición i na intermediarios de A RN: La mayoria de los transposo- 
nes en las celulas eucariotas se mueven mediante la transcripción inversa 
de intermediarios de ARN, de forma similar a la replieación de los retrovirus. 
Estos retrotransposones incluyen a las secuencias altamente repetitivas 
UNE y SINE de los genomas de mamfferos. 

Amplificación genica : La amplificación genica resulta de la replieación re- 
petitiva de una region cromosómica. En algunos casos, la amplificación ge¬ 
netica proporciona un mecanismo de aumento de la expresión de los genes 
durante el desarrollo. La amplificación genica tambien se produce eon fre- 
cuencia en las celulas cancengenas, pudiendo originar la elevada expresión 
de los genes que contribuyen a la proliferación celular incontrolada. 


Preguntas 

1. Discute los papeles desempeńados 
por las diferentes ADN polimerasas de E. 
coli 

2. ^Que es un fragmento de Okazaki? 
^Cómo se convierten en una hebra conti¬ 
nua? 

3. Compara la acción de las topoisome- 
rasas I y II. 

4. z Como averiguarias en una levadu ra 
si una secuencia de ADN posee un ori- 


gen de replieación o una secuencia de re- 
plicación autónoma (ARS)? 

5. i. Por quś posee el genoma hu ma¬ 
no miles de orfgenes de replieación y 
el genoma de E. coli sólo contiene 
uno? 

6. iCó mo empieza la sintesis de ADN 
en el origen de replieación? 

7. iCómo extiende la telomerasa los 
extremos cromosómicos para compen- 


sarla incapacidad de la ADN poNmerasa 
de completar la replieación del ADN en 
los extremos cromosómicos? 

8. Explica el proceso de reparación por 
escisión de nucieótidos. 

9. ^Cómo puede una celula reparar 
una rotura de dobie hebra en su ADN? 

10. i06 mo estś relacionado el cancer 
de mama eon un mecanismo de repara¬ 
ción de ADN? 
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11 . Los pacientes de xerodernna pig- 
mentosa sufren una incidencia altisima 
de cancer de ple! aunąue no se ha en* 
contrado ta misma incidencia en cance- 
res de órganos internos {p. ej., cancer de 
colon). iQue sugiere esto acerca de los 
dańos del ADN responsables de la mayo* 
ria de los canceres internos? 
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E n los capitulos 4 y 5 SE trata LA ORGANiżACiÓN y mantenimiento del ADN 
genómico, que es considerado como e! eon junto de instrueciones que 
dirtgen todas las ac1ivtdades celulares. Estas instrueciones se llevan a 
cabo por medio de la sintesis de ARNs y proteinas. El comportamiento de una 
celula esta determinado no solo por el conjunto de genes que ha heredado sino 
tambien por cuales de estos genes se expresan en un momento determinado. 
La regulación de la expresión genica permite a las celulas adaptarse a los cam- 
bios en el ambiente y es responsable de las distintas actividades llevadas a 
cabo por los multiples tipos celulares que componen a los ansmales y plantas 
complejos. Las celulas musculares y hepaticas, por ejemplo, contienen los mis- 
mos genes: la función de estas celulas esta determinada no por diferendas en 
sus genomas, sino por patrones regulados de expresión genica que dirigen el 
desarrollo y la dtferenciación. 

El primer paso en la expresión de un gen, la transcripción del ADN a ARN, es 
el nivel primario de regulación de la expresión genica en procariotas y eucario¬ 
tas. En celulas eucariotas los ARNs son modtficados de varias formas —por 
ejempto, eliminando los intrones por corte y empalmado—para transformar el 
transcrito primario en su forma funcionaL Los distintos tipos de ARN tienen dife- 
rentes funciones en las celulas: el ARN mensajero (ARNm) sirve de molde para 
la sintesis de proteinas; el ARN ribosómico (ARNr) y el ARN de transferencia 
(ARNt) participan en la traducción del ARNm. Otros ARN de pepueho tamano 
intervienen en el corte y empalmado de ARNm y en la clasificación de protefnas 
en eucariotas. En este capitulo se discuten los procesos de sintesis y madura¬ 
ción del ARN. El paso finał de la expresión genica, la traducción del ARNm a 
proteinas, es el tema del Capitulo 7, 


Transcripción en procariotas 

Como en la mayona de las areas de la biologia molecular, el estudio de F. coli 
ha proporcionado el modelo para posteriores investigaciones acerca de la 
transcripción en eucariotas. El ARNm fue deseubierto en primer lugar en la 
E.cofi< como fue expuesto en el Capitulo 3. Tambien fue E. coli el primer orga- 
nismo del que se aisló y purificó la ARN potimerasa. A partir de experimento$ en 
E. coli fueron aclarados los mecanismos basicos por los que se reguła la 
transcripción. En estos ensayos se observó que la regulación de la expresión 
genica posibilita al organismo a responder a cambios en su entorno, como 
yariaciones en la disponibilidad de nutrientes. La comprensión de la transcrip¬ 
ción en E.cofi ha supuesto la base para los estudios acerca de los mecanis- 
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Figura 6. 1 

ARN polimerasa de E. coli. La enzima 
completa consta de seis subunidades: 
dos a* una //, una una u> y una tr. La 
subunidad n esta unida de forma relativa* 
mente debil y puede disodarse de !as 
otras cuatro subunidades, que constitu- 
yen el nudeo de fa pofimerasa. 


mos que regulan ia expresión genica en eucariotas, de mucha mayor com- 
plejidad. 

ARN polimerasa y transcripción 

La principal enzima responsable de la sintesis de ARN es la ARN polimerasa, 
que cataliza la polimerización de nbonucleósidos S-trifosfato (NTPs) dirigida 
por un molde de ADN, La sintesis de ARN es similar a ia de ADN, y como la 
ADN polimerasa, la ARN polimerasa cataliza el crecimiento de la cadena de 
ARN en dirección 5 -3'. Sin embargo, a diferencia de ia ADN polimerasa, la ARN 
polimerasa no requiere un cebador preformado para imciar la sintesis de ARN. 
En Jugar de ello, la transcripción empieza de nomen secuencias especificas al 
principio de los genes. El proceso de inidación es especiafmente importante 
porque es el primer paso que reguła la transcripción. 

La ARN polimerasa de E coli t como la ADN polimerasa, es una enzima 
compieja compuesta de multipies cadenas polipeptidicas. La enzima intacta se 
compone de cuatro tipos distintos de subunidades, denominadas a, /), fi\ oj y n 
(Fig. 6.1). La subunidad esta unida de forma re!ativamente debil y al separar- 
se del resto de las subunidades permanece unida al ADN el nucleo de la polime¬ 
rasa, compuesto por dos subunidades a, una una ji\ y una tu. El nucleo de la 
polimerasa es totalmente capaz de catalizar la incorporación de NTPs al ARN, 
lo cual implica que la subunidad <j no es necesaria para la actividad catalitica 
basica de la enzima. Sin embargo el nucleo de la polimerasa no se une especifi- 
camente a las secuencias que sehalizan la inidación normal de la transcripción; 
por lo tanto, la subunidad a es necesaria para identificar los lugares adecuados 
para ioiciar ta transcripción. La selección de estos sitios es un elemento critico 
en la transcripción, porque la sintesis de un ARN funcionante debe comenzar al 
principio del gen. 

La secuencia de ADN a la que se une la ARN polimerasa para intciar la 
transcripción de un gen se denomina promotor. Las secuencias de ADN cuya 
función es actuar de promotores fueron identificadas en primer lugar en E.coii 
comparando las secuencias nucleotidicas de una serie de genes aislados. Esta 
comparación reveló que en la region corriente arriba del sitio de iniciación de la 
transcripción existen dos tramos de secuencias que son similares en muchos 
genes. Estas regiones comunes abarcan seis nucleótidos cada una. y se en- 
cuentran aproximadamente a 10 y 35 bases corriente arriba del sitio de inicio de 
la transcripción (Fig. 6.2}. Se conocen como secuencias -10 y -35, indicando 
su posición relativa respecto al sitio de inicio de la transcripción, que se define 
como el sitio +1 Las secuencias -10 y -35 de distintos promotores no son 
identicas. pero tienen una similitud suficiente para establecer secuencias de 
consenso —las bases mas frecuentemente encontradas en cada posición—. 

Diversas fuentes de evidencia experimental han puesto de manifiesto la im- 
portancia funcional de las secuencias promotoras -10 y -35. En primer lugar, 
los genes eon promotores que difieren las secuencias consenso son transcritos 
de una forma menos eficiente que aquelfos genes cuyos promotores se aseme- 
jan mas a las secuencias consenso. Segundo, las mutaciones introducidas en 
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L ► Sitio de 
inicio de 
transcripción 


Figura 6.2 

Secuencias de los promotores de E. coti. Los promotores de E. coli se componen de 
dos grupos de secuencias iocalizadas a 10 y 35 pares de bases corriente arriba de! sitio 
de inicio de transcripción (+1). Las secuencias consenso representadas son las bases 
mas frecuentemente encontradas en diferentes promotores. 
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Figura 6,3 

Tecnica del footpńnting del ADN. Se 

divide en dos una muestra que contiene 
fragmentos de ADN marcados radiactiva- 
mente en un extremo. y una mitad de la 
muestra se ineuba eon una proteina que 
se une a una secuencia especifiea de 
ADN denlro del fragmento. Ambas mues- 
tras son digeridas eon una ADNasa, de tal 
forma que la ADNAsa introduzca una me¬ 
dia de un carte por molecula. La region de 
DNA unida a la proteina esta protegida de 
la digestión por la ADNasa. Los complejos 
ADN-profefna son desnaturalizados, y se 
analiza mediante electroforesis el tamańo 
de los fragmentos de ADN obtenidos por 
la ADNasa y marcados radiactivamente 
(igual que para la secuenciación del 
ADN}* En la muestra de ADN que fue in- 
cubada eon la proteina estan ausentes los 
fragmentos de ADN resultantes de la di¬ 
gestión por la ADNasa de la region prote¬ 
gida por fa unión de dicha proteina. 
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Region de ADN 
protegida por la unión 
de Ja proteina 


Electroforesis 

Autorradiografia 
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cualguiera de las dos secuencias consenso tienen un gran efecto en la función 
promotora. En tercer lugar, los sitios de unión de la ARN polimerasa a los pro- 
motores han sido identificados mediante la tecnica del footprinting, utflizada 
de forma habitual para determinar los sitios en los que se unen las proteinas al 
ADN (Fig. 6.3). En este tipo de ensayos se marca radiactivamente el extremo de 
una molecula de ADN. El ADN marcado se ineuba eon la proteina de interes (p. 
ej., ARM polimerasa) y se somete a digestión parciał por mediode una ADNasa. 
El metodo se basa en que las regiones a las que se une la proteina quedan 
protegidas de la digestión por la ADNasa. Estas regiones son identificabtes por 
comparación de los productos de digestión del ADN unido a proteina eon los 
obtenidos por digestión de una muestra identica de ADN que no fue ineubada 
eon proteina. Se pueden utiiizar variaciones de ta tecnica basica, empleando 
reactivosquimicos para modificary cortar el ADN en determinados nucleótidos, 
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PolEmerasa unida al ADN de manera no especffica 
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Figura 6 4 

Transcripción mediante la ARN poli- 





merasa de E. colf. La polimerasa se une 
inieialmenteaf ADN de forma no especifi- 
ca y recorre la molecula hasta que la su¬ 
bunidad a se one a los promotores -35 y 
-10, dando lugar a un complejo promotor 
cerrado, Entonces la polimerasa va sępa- 
rando las dos cadenas de ADN alrededor 
del sitio de iniciación, y comienza la trans¬ 
cripción mediante la polimenzación de los 
NTPs iibres. La subunidad n se separa del 
nucieo de la polimerasa, que se desplaza 
a lo largo del ADN y va alargando la cade¬ 
na de ARN en credmiento 


eon el objetivo de identificar las bases que esłan en contacto eon la proteina. 
Estosensayos han mostradoque la ARN polimerasa generalmente se une a los 
promotores en una region de unos 60 pares de bases, que va de -40 a +20 
{desde el nucleótido 40 corriente arriba a! nucleótido +20 corriente abajo del 
sitio de inicio de la transcripción). La subunidad rr se une especfficamente a las 
secuencias de las regiones promotoras -10 y -35, corroborando la importancia 
de estas secuencias en la función de fos promotores de Ja transcripción. Algu- 
nos promotores de E. coli poseen una tercera secoencia, corriente arriba de la 
region -35, a la que se une la subunidad rr de la ARN polimerasa. 
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En ausencia de la subunidad a, la ARN polimerasa se une al ADN de forma 
no especifica y eon baja afintdad. La función de a es dirigir a la polimerasa a los 
promotores uniendose especificamente a las secuencias -35 y -10, para iniciar 
la transcripción en el principio del gen {Fig. 6.4). El conjunto formado inicialmen- 
te entre la polimerasa y el promotor se denomina complejo promotor cerrado 
dado que el ADN no esta desenrollado. La polimerasa despues desenrolla unas 
15 bases de ADN alrededordel sitio de inicio para dar un complejo promotor 
abierto en el que ya esta disponible una hebra unica de ADN para servir como 
molde para su transcripción, la cual comlenza eon la incorporación de dos 
NTPs. Tras la adición de unos diez nucleótidos la subunidad a se separa de la 
polimerasa, que abandona la secuencia promotora y progresa sobre el molde 
de ADN para continuar la elongación de la cadena de ARN. 

Durante la elongación, la polimerasa permanece asociada eon su molde 
mientras continua la sfntesis de ARNm, A medida que avanza, la polimera¬ 
sa desenrolla el molde de ADN que tiene por delante y vuelve a enrotlar el 
ADN que queda detras, manteniendo una region desenrollada de unas 15 pa- 
res de bases en la region de transcripción. El anallsis estructural de alta reso- 
lución de la ARN polimerasa bacteriana indica que las subunidades li y /r for- 
man una estructura en forma de pinza de cangrejo que sujeta el molde de ADN 
(Fig. 6,5). Una canal interno entre las subunidades jl y /f acomoda aproxi- 
madamente 20 pares de bases de ADN y contiene ei centro activo de la po¬ 
limerasa. 

La sfntesis de ARN continua hasta que la polimerasa eneuentra una seńal 
de terminación, tras lo cual se detiene la transcripción, se separan el ARN y 
la polimerasa y la enzima se disociadei molde de ADN. La seńal de terminación 
mas simple y comun en E. coli consiste en una secuencia paiindrómica rica 
en GC seguida de cuatro o mas residuos de A (Fig. 6.6). La transcripción 
de la region rica en GC da lugar a un segmento de ARN que forma una horquilla 
estable por apareamiento complementario de bases. La formación de una es¬ 
tructura autocomplementaria en el ARN altera su unión eon el molde de ADN 
y finaliza la transcripción. Dado que los enlaces A-U son mas debiles que los 
G-C, se cree que la presencia de residuos A corriente abajo de la secuencia 
paiindrómica facilifa la disociación del ARN del molde. Aparte de la forma¬ 
ción de horquillas en el ARN, tanto en procariotas como en eucarlotas exis- 
ten otros tipos de seńales de terminación de la transcripción, que dependen de 
la unión a secuencias especfficas de ADN de protefnas finaiizadoras de la 
transcripción. 



Figura 6.5 

Estructura de la ARN polimerasa bacteriana. Las subunidades 2 de la 
polimerasa aparecen de color verde claro y verde oscuro, /I en azul, (i' en 
rosa y im en amarillo. (Cortesia de Seth Darse, Rockefeller University.) 
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Figura 6,6 

Terminación de la transcripción. La 

terminación de la transcripción esta sena- 
lada por una repetición invartida rica en G- 
C seguida de cuatro residuos A. La repeti- 
ción irwertida forma en el ARN una estruc- 
turatipo bucie estable que obliga al ARN a 
disociarse del molde de ADN. 
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Figura 6.7 

Metabolismo de la lactosa. La /Fgalac- 
tosidasacataliza lahidrólisis de la lactosa 
en glucosa y galactosa. 


Los estudios pioneros sobre regulación genica en Eco// fueron llevados a cabo 
por Franęois Jacob y Jacques Monod en los ańos 50. Estos investigadores y 
sus coiaboradores analizaron la expresión de las enzimas implicadas en el me- 
tabolismo de la lactosa, que es una fuente de carbonos y energia tras ser hidro- 
lizada a glucosa y galactosa (Fig. 6.7). La enzima que cataliza esta reacción 
(//-galactosidasa) y otras enzimas implicadas en el metabolismo de la lactosa 
estan presentes unicamente cuando existe lactosa en el medio. En caso contra- 
rio la bacterla es capaz de economizar no invirtiendo energfa en la sintesis inne- 
cesaria de ARN y protemas. Por lo tanto, la lactosa induce la smtesis de 
las enzimas implicadas en su metabolismo. En el metabolismo de la lactosa 
intervienen otras dos enzimas cuyos genes se encuentran muy ligados al de 
la /Fgalactosidasa: son la galactósido permeasa, que transporta lactosa al inte¬ 
rior de la celula, y una transacetilasa, cuya función en esta vta metabóiica toda- 
via se desconoce. Basandose en experimentos puramente geneticos, Jacob y 
Monod dedujeron el mecanismo de regulación de estos genes, formulando 
un modelo que sigue vigente para el entendimiento de la regulación transcrip- 
cional. 

El punto de partida en estos experimentos fue el aislamiento de mutantes 
que eran defectivos en la regulación de los genes implicados en la utilización de 
lactosa. Estos mutantes eran de dos tipos: mutantes constitutivos, que expre- 
san los tres genes induso en ausencia de lactosa y mutantes no inducibles, que 
son incapaces de expresar los genes incluso en presenda del sustrato. Por 
mapeo genetico fueron localizados los dos loci de las mutaciones, denomina- 
dos o e /, corriente arriba del gen de la /Fgalactosidasa. Las mutaciones en o 
daban expresión constitutiva; los mutantes en / podian ser tanto constitutlvos o 
como no inducibles. 

Se determinó la función de estos genes en experimentos en los que se cru- 
zaron dos cepas bacterianas, dando cepas diploides eon mezcla de genes de 


















































Capitulo 6 • Sintesis y maduración del ARM • 237 


Bacterias próg ani to ras 



Tanto z 1 como z 2 
son inducibies 


z 1 es inducible 
z 2 es constitutivo 


Figura 6.8 

Regulación de Ja //-galactosidasa en E. 
coli diploide. El cruzamiento de dos ce- 
pas bacterianas produce celulas diploides 
que contienen genes de ambos progenito- 
res* En estos ejemplos se asume que los 
genes que codifican la /i-galactosidasa 
(los genes z) pueden distrnguirse median- 
te las mutaciones genioas estructurales, 
designando z 1 y ż\ En un diploide t/f (i z- 
quierda), ambos genes estructurales son 
inducibies; por tanto, r es dominantę so- 
bre / y afecta a la expresión de los genes 
zen ambos cromosomas. Por e! contrarlo, 
en un diploide <ffo + (derecha) el gen z li- 
gado al c f se expresa de forma constituti- 
va, mientras que el ligado at o f es induci¬ 
ble. Por tanto, el o afecta a la expreslón 
solo del gen z adyacente en el mismo cro- 
mosoma. 


ambos progenitores (Fig. 6.8). El analisis de la expresion genicaen estas bacte- 
rias diploides proporcionó una serie de observactones de gran importanda al 
definirquś alelos de los genes reguladoreseran dominantes y cuales recesivos. 
Por ejemplo, cuando una bacteria eon un gen / normal (t) se cruza eon otrą 
portadora de una mutación en / produciendo expresión constitutiva (una muta- 
ción r), la bacteria diploide resultante muestra una inductibilidad normaf; por lo 
tanto, el gen normai t es dominantę respecto al gen mutado r. Sin embargo, el 
cruzamiento de bacterias normaf es eon otras portadoras de una mutación <f 
(expresión constitutiva) produce cepas eon el fenotipo de expresión constituti- 
va, rndicando que <f es dominantę sobre o\ Experimentos adicionales en los 
que se combinaron mutaciones en o e i eon diferentes mutaciones en los genes 
estructurales mostraron que o afecta unicamente la expresión de los genes a 
los que esta fisicamente unido, mientras que / afecta la expresión de genes en 
las dos copias cromosómicas de bacterias diploides. Esto es f en una bacteria 
d/o\ solo los genes estructurales unidos a o c se expresan de forma constituti- 
va. Por el contraric, en un organismo Nr, los genes estructurales de ambos 
cromosomas se regulan eon normalidad. Estos resultados llevaron a la conclu- 
sión de que o representa una zona de ADN que controla la transcripción de 
genes adyacentes, mientras que el gen /codifica un factor regulador (p. ej., una 
proteina) que difunde a traves de la celula y controla los genes de ambos cro¬ 
mosomas. 

El modefo de regulación genica desarrollado a partir de estos experimentos 
se ilustra en la Figura 6.9. Los genes que codifican la /i“galactosidasa, la per- 
measa y ia transacetilasa se expresan como una unidad, denominada operón. 
La transcripción del operón es controlada por o (el operador), situado cerca del 
sitio de inicio de la transcripción. El gen / codifica una proteina que reguła la 
transcripción por medio de su unión eon el operador Dado que las mutaciones 
r (que producen expresión constitutiva) son recesiva$, se llegó a la conclusión 
de que estas mutaciones conllevan la existencia de un defecto en un producto 
genico funcional, lo cual a su vez implica que el producto normal del gen /es un 
represor T que bloquea la transcripción cuando se une a o. La existencia de 
lactosa induce ai operón porque la lactosa se une al represor, impidiendo que se 
una al operador del ADN. En los mutantes / no inducibies (que se comportan 
como dominantes sobre f } f el represor es incapaz de unirse a la lactosa, por lo 
que la expresión del operón no puede ser inducida. 

El modeto concuerda elegantemente eon los resultados de los experimen- 
tos geneticos de los que se deriva. En las celulas / el represor no es sintetiza- 
do r por lo que el operón fac se expresa de forma constitutiva. Las celulas di¬ 
ploides W son inducibies de forma normal, dado que e! alelo t codifica el 
represor normal. Finalmente, en mutantes <f el operador se ha perdido y el 
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Figura 6.9 

Control negativo del operón łac> El 

gen / codifica un represor que, en susem 
cia de lacfosa (arriba), se une al operador 
(o) y blcguea la transcripción de los tres 
genes estructurales (z, /i- galactosidasa; 
y, permeasa; y a. transacetilasa). La pre- 
sencia de lactosa induce la expresión del 
operón medianie la unión al represor 
(abajo), que evita que este represor se 
una al operador. 

P - promotor; Pol = polimerasa. 




Represor inactivo 


represor no tiene donde unirse, por lo que cf funciona como dominantę pero 
afecta unicamente a la expresión de genes a los que esta unido de forma 
estructuraL 

Se obtuvo confirmación experimental de este modelo a partir de una serie de 
ensayos, entre los que destaca el aislamiento en los anos 60 por Walter Gilbert 
del represor iac y el analisis de su unión al operador en el ADN, definido como 
una zona de unos 20 pares de bases situada poco antes del sitio de inicio de 
transcripción. Los analisis por medio de la tecnica del footprinting han identifica- 
do esta region como el sitio de unión del represor, que b!oquea la transcripción. 
La lactosa, como se predijo, se une al represor, lo cual evita su acción sobre el 
operador. Las mutaciones cf producen alteraciones en la secuencia del opera¬ 
dor que impiden la unión dei represor, lo cual a su vez da lugar a una expresión 
genica continua o constitutiva. 

EJ principio central de regulación genica ejemplificado por el operón lactosa 
es que el contro! de la transcripción esta mediado por la interacción de protei- 
nas reguladoras eon secuenctas de ADN especificas, Este modo de regulación 
es aplicable de forma generał a celulas procariotas y eucariotas. Las secuen- 
cias reguladoras del tipo del operador se denominan elementos de controt de 
acción en cis , dado que afectan unicamente a la expresión de genes presentes 
en la mlsma molecula de ADN. Por otro lado t las proteinas del tipo del represor 
se denominan factores de acción en trans , dado que intervienen en la expre- 
sión de genes localizados en otros cromosomas de la celula El operón iac es un 
ejerrtplo de control negativo porgue la unión del represor bloguea la transcrip- 
ción. Sin embargo no siempre ocurre asi; muchos factores que activan en trans 
son activadores de la transcripción. 


Contro! positiiw de In transcripcióti 

El ejemplo mejor estudiado de control positivo en E.coli es el efecto de la gluco- 
sa en la expresión de genes que codifican las enzimas impiicadas en el catabo- 
lismo de otros azueares (incluyendo a la lactosa) utilizados como fuente alterna- 
tiva de carbono y energia. La glucosa se utiliza de forma preferenciaL por lo que 
mientras esta disponible, no se expresan las enzimas impiicadas en el catabo- 
lismo de fuentes alternativas de energia. Por ejemplo, si se cultiva E.co//en un 
medio que contenga glucosa y lactosa, el operón Zacno se induce y la bacteria 
solamente utiliza glucosa. Por lo tanto, la glucosa reprime el operón /acincluso 
en presencia del inductor normal (lactosa). 

Actualmente se sabe que la represión por glucosa (denominada represión 
catabólica o represión por catabolito) esta mediada por un sistema de control 
positivo que depende de los niveles de AMP cielico (AMPc) (Fig. 6.10). La 
enzima adenilato cidasa. que transforma ATP a AMPc, esta regulada en bac- 
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Figura 6.10 

Contro! positivodel operón tac por laglucosa. losniveles bajos de glueosa activan la 
adenilato cictasa, que transforma e\ ATP en AMP cielico (AMPc). El AMR cielico se une 
despues a la proteina activadora del catabolismo (CAP) y favorece su unión a las secuen- 
cias reguladoras de distintos operones relaclonados eon el metabolismo de azucares al- 
ternatwos, como la lactosa. La CAP interacciona eon lasubuntdad / de la ARN polimerasa 
para activar la transcripción. 


terias de tal forma que al descender los niveles de glueosa se activa y aumen- 
tan los niveles de AMPc. El AMPc se une a una proteina de regulación trans- 
cripcional denominada proteina activadora de genes cafabólicos (CAP), lo 
cual promueve la unión de CAP a una deferminada secuencia de ADN, que 
en el operón lac esta situada aproximadamente 60 bases corriente arriba del 
sitio de inicio de la transchpcióm Posteriormente CAP interacciona eon la 
subunidad a de la ARN polimerasa, fadlitando la unión de la polimerasa al 
promotor y activando la transcripción, 

ARN polimerasas eucarióticas y factores 
de transcripción generales 

Pese a que la transcripción se lleva a cabo siguiendo una serie de mecanismos 
comunes en todas las celulas, es considerablemente mas complejo en celulas 
eucarióticas que en bacterias, Esto se refleja en dos diferencias entre los siste- 
mas procariótico y eucariótico. Primero, mientras que en bacterias todos los 
genes se transcriben por medio de una ARN polimerasa unica, las celulas euca¬ 
rióticas contienen varias ARN polimerasas distintas que transcriben distintas 
clases de genes. En segundo lugar T las ARN polimerasas eucarióticas interac- 
cionan eon un conjunto de proteinas especificas para iniciar la transcripción, en 
vez de unirse directamente a las secuencias promotoras. La mayor complejidad 
de la transcripción eucariótica posibilita la sutileza en la regulación de la expre- 
sión genica necesaria para dirigir las actividades de los distintos tipos celulares 
en organismos multicelutares. 

ARN polimerasas eucarióticas 

Las celulas eucarióticas contienen tres tipos de ARN polimerasas nudeares que 
transcriben distintos tipos de genes (Tabla 6.1). Los genes codificadores de pro- 
teinas son transcritos por la ARN polimerasa II para dar ARNm; Los ARNs ribosó- 
micos (ARNr) y de transferencia (ARNt) se obtienen por medio de las ARN polime¬ 
rasas I y III. La ARN polimerasa I esta especificamente dingida a la transcripción de 
las tres moleculas de mayor tamańo de ARNr, designadas 28S, 18S y 5,83 de 
aeuerdo eon sus coeficientes de sedimentación durante la centrifugación. La 
ARN polimerasa III transcribe los genes codificantes de los ARNt y de las espe- 
des mas pegueńas de ARNr (58), Algunos de los ARNs pequeńos implicados en 
el empalme y en el transporte de proteinas (ARNsn y ARNsc) tambien son trans- 
critos por la ARN polimerasa lll 5 mientras que otros son productos de la ARN 
polimerasa II. Adicionalmente existen ARN polimerasas distintas (similares a las 
ARN polimerasas bacterianas) en el interior de los cloroplastos y las mitocon- 
drias, donde transcriben de forma especifica el ADN de estas organelas. 

Las tres ARN polimerasas nucleares son enzimas complejas, que se com- 
ponen de 8 a 14 subunidades cada una. Pese a que reconocen distintos promo- 
tores y transcriben distintas clases de genes. comparten muchas caracteristi- 
cas comunes entre ellas, ademas de eon la ARN polimerasa bacteriana. En 
concreto, las tres ARN polimerasas eucarióticas contienen nueve subunidades, 
conservadas r cinco de las cuales estan relacionadas eon las subunidades a, jl t 
/!' y oj de la ARN polimerasa bacteriana. La reciente determinadón de la estruc- 
tura de la ARN polimerasa II de levaduras mediante cristalografia de rayos X ha 
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TABLA 6.1. Tipos de genes 
transcritos por ARN polimerasas 
eucarióticas 


Tipos de ARN 
slntetJzados 

ARN 

polimerasa 

Genes nudeares 


ARNm 

|| 

ARNt 

III 

ARNr 


5.SS, 18S, 28S 

1 

5$ 

iii 

ARNsn y ARNsc 

II y IIP 

Genes mitocondriales 

Mitocondriales 0 

Genes cloroplasticos 

Clono piśsticos' 7 



* Algunos ARNs nucleares pequenos (sn) y clto- 
pl^smicos {sc) se transcriben por la polimerasa II y 
otros por la polirnerasa Ml, 
u Las ARN polimerasas miłocondriales y de do- 
roplastos son similares a Fas enzimas bacterianas. 
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Figura 6.11 

Estructura de la ARN polimerasa II de levaduras. Las sub~ 
unidades indMduales se diferencian por colores. (De P. D. 
Kramer et al, 2001. Science 292:1863.) 



reve!ado que la arquitectura de esta ARN polimerasa eucariótica es muy similar 
a la de la enzima bacteriana (Figura 6.11}, sugiriendo que todas las ARN poli- 
merasas empiean mecanismos fundamentalmente conservados para transcri- 
birel ADN. 

Factorcs dc transcripción genemtes c iniciación 
de la transcripción por la ARN polimerasa II 

Dado que la ARN polimerasa II es responsable de la sintesis de ARNm a partir 
de los genes codificantes de proteinas, ha sido el objetivo de 3a mayoria de los 
estudios de transcripción en eucariotas. Los estudios iniciales de esta enzima 
indicaron que su funcionamiento es diferente de la ARN polimerasa procarióti- 
ca. En sistemas eucarióticos no es posible obtener la transcripción fidedigna de 
genes bacterianos conseguida in vitro eon la simple adición de ARN polimerasa 
purificada a un ADN portador de un promotor. El fundamento de esta difereneia 
fue elucidado en 1979, cuando Robert Roeder y sus colaboradores deseubrie- 
ron que la ARN polimerasa II solo es capaz de iniciar la transcripción si se ańaden 
proteinas adicionales a la reacción. Por lo tanto, la transcripción en sistemas 
eucarióticos precisa de distintos factores de iniciación que (en contraste eon la 
subunidad o) no forman parte de la polimerasa. 

El fraccionamiento bioquimico de extractos nucleares ha llevado a la identtfi- 
cación de proteinas especificas {denominadas factores de transcripción) que 
son necesarias para que la ARN polimerasa II intcie la transcripción. De hecho, la 
identificación y caracterizadón de estos factores representa una buena parte de 
los esfuerzos en curso para entender la transcripción en celulas eucarióticas. Han 
sido detinidos dos tipos de factores de transcripción. Los factores de transcrip¬ 
ción generales estan implicados en la transcripción en todos los promotores de 
la polimerasa II y se consideran entonces parte de la maquinaria transcripcional 
basica. Otros factores transcnpcionales (discutidos mas adelante en el cap stuło) 
se unen a secuenctas de ADN que controlan la expresión de genes individuales y 
son por lo tanto responsables de regular la expresión genica. Se estima que 
aproximadamente el 6% de los genes del genoma humano codifica factores de 
transcripción, lo que resalta la importancia de estas proteinas. 

Se requieren cinco factores de transcripción generales para iniciar la trans¬ 
cripción por la ARN polimerasa II en sistemas reconstituidos in vitro (Fig. 6.12). 
Los promotores de muchos genes transcritos por la ARN polimerasa II contienen 
una secuencia similar a TATAA a unos 25-30 nucleótidos corriente arriba del sitio 
de inicio de la transcripción. Esta secuencia (denominada secuencia TATA o 
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Figura 6.12 

Formación de un complejo de transcripción 
de la polimerasa II. Muchos promotores de la 
polimerasa II tienen una caja TATA (secuencia 
consenso TATAA) unos 25 o 30 nucleótidos ce¬ 
nienie arriba del punto de inicio de transcripción. 
Esta secuencia es reconocida por el factor de 
transcripción TFIID, que consta de una proteina 
de unión a TATA (TBP) y factores asociados al 
TBP (TAFs). El TFIIO(B) se une al TBP t y a conti- 
nuación se une la polimerasa, asociada al 
TFIIF(F). Por ultimo, se anaden al complejo el 
TFIIE(E) y el TFIIH(H). 


TATA box) se parece a la secuencia -10 
de los promotores bacterianos, y los resuF 
tados de la introducción de mutaeiones en 
las secuencias TATAA han demostrado su 
papel en la iniciación de la transcripción. El 
primer paso en la formación del complejo 
transeripcional es la unión de un factor gene¬ 
rał de transcripción llamado TFIID a la se¬ 
cuencia TATA (TF de fector de transcripción; 
II de polimerasa II). El TFIID se compone a 
su vez de multiptes subunidades, incluyen- 
do a la proteina de unión a TATA (TBP), 
que se une de forma especifica a la se¬ 
cuencia consenso TATAA, y otros 10-12 
polipeptidos, denominados factores aso¬ 
ciados a TBP (TAF), La TBP se une en- 
tonces a un segundo factor de transcrip- 
ción generał (TFIIB) formando un complejo 
TBP-TFI1B en el promotor (Fig. 6.13). El 
TFIIB a su vezsirve de puente para la ARN 
polimerasa, que se une ai complejo TBP- 
TFIIB en asociación eon un tercer factor, 
TFIIF. 

Tras el reclutamiento de la ARN polime¬ 
rasa II por el promotor, se precisa de la 
unión de otros dos factores adicionaies 
(TFIIF y TFIIH) para iniciar la transcripción. 
El TFIIH es un factor eon multiples subuni¬ 
dades que parece tener al menos dos im- 
portantes funeiones. En primer lugar dos de 
las subunidades de TFIIH son helicasas, 
que desenrollan el ADN alrededor del sitio 
de iniciación (estas subunidades de TFIIH 
son tambien necesarias para la escisión y 
reparación de nucleótidos, como fue ex- 
puesto en el Cap. 5). Otrą subunidad de la 
TFIIH es una proteina quinasaque fosforila 
delerminadas secuencias repetidas en el 
dominio Oterminal de la subunidad Princi¬ 
pal de la ARN polimerasa II El dominio C- 
terminal de la polimerasa II (o CTD) consis- 
te en repetictones en tandem (27 repeticio- 
nes en levaduras y 52 en el hombre) de 7 
aminoacidos eon la secuencia consenso 



TATAA 


Unión del TFIID 


Unión del TFIIB 



mn 


Unión de TFIIE y TFIIH 


ARN 


I Union de la polimerasa 
1 y de TFIIF 
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Figura 6.13 

Modelo de complejo TBP-TFIIB unido 
a! ADN. Se muestra e! ADN como una 
estructura recta constituida por lineas 
amariflas y verdes, eon el punto de inicio 
de transcnpción denomlnado + 1. La TBP 
consta de dos repeticiones, de color azui 
claro y azul oscuro, Ef TFIIB esta repre- 
sentado en cotor naranja y magenta. Es 
importante resaltargue la unión de la TBP 
dobla o pliega al ADN eon un anguio de 
unos 110 aproKimadamente (cortesfa 
de D B. Nikolov y cols. ( 1995, Naturę 
377:119), 



Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser. La fosforilación de estos ammoaddos libera a la 
polimerasa de su asociaeión eon el complejo de preinieiación, y da lugar a! re- 
clutamiento de otras proteinas que permiten que la polimerasa inicie la trans- 
cripción y comience la smtesis de una ereciente molecula de ARNm, 

Ademas de una Gaja TATA, los promotores de muchos genes transcritos por 
la ARN polimerasa II contienen, ademas de la secuencta TATA, una segunda 
secuencia de interes (una secuencia iniciadora, o Inr) que amplia el sitio de inicia- 
ci6n de la transcripción, Algunos promotores de la ARN polimerasa II contienen 
unicamente la secuencia Inr, no existśendo secuencia TATA. Muchos promotores 
que carecen de secuencia TATA pero que contienen un elemento Inr tambien 
contienen un elemento promotor adicional (DPE: downstream promotor element), 
localizado aproximadamente 30 pares de bases despues del sitio de iniciación de 
la transcripción, que funciona cooperativamente eon la secuencia Inr. La inicia¬ 
ción en estos promotores sigue precisando de TFIID (y TBP) pese a que eviden- 
temente ef TBP no reconoce a fos promotores por su unión a Ja secuencia TATA 
En lugar de ello, otras subunidades de TFIID (TAFs) se unen a las secuencias inr 
y DPE, lo cual atrae al TBP al promotor. Despues el TFIIB, la poflmerasa Jl y el 
resto de factores de transcnpción adicionales se unen de la forma ya descrita. Por 
lo tanto, ef TBP desempeńa un papel central en la iniciación de la transcnpción por 
la ARN polimerasa II incluso en promotores que carecen de la secuencia TATA. 

Aunqueel reclutamiento secuencial de cinco factores de transcnpción gene- 
rales y la ARN polimerasa II descritosaqm representan el sistema minimo nece- 
sario para la transcnpción in vitro , en el interior celu lar se reguieren factores 
adicionales, Estos factores incluyen el complejo proteico Mediador que permite 
que la polimerasa respondaa los factores de transcnpción gen-especificos que 
regulan la expresión genica. Al menos una fracción de ARN polimerasa fl, tanto 
en levaduras como en cefulas de mamifero, esta presente en forma de grandes 
complejos (denominados holoenzimas de ARN polimerasa II) en los que la poli¬ 
merasa esta asociada eon las proteinas Mediadoras, ademas de eon un sub- 
grupo de factores de transcnpción generales, incluyendo TFIIB, TFIfE, TFIIF, 
TFIIH, Las proteinas Mediadoras estan asociadas eon el dominio C-terminal de 
la polimerasa |] T y se liberan de la polimerasa tras el ensambfaje del complejo de 
preinieiación y la fosforilaclón del dominio C-terminal de la polimerasa 
(Fig. 6,14). El CTD fosforilado a continuación se une a otras proteinas quefacili- 
tan la elongación transcripcional y funcionan en el procesamiento del ARNm. 
estudiado mas adelante en este capitulo. 
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F osłoni ación 
del CTD 


Figura 6.14 

Complejos de ARN polimerasa fl/Me- 
diador. La ARN polimerasa II esta asocia- 
da eon proteinas Mediadoras, ademas de 
eon los factores de transcripción gen era- 
les, en el promotor. El complejo Mediador 
se une al CTD no fosforifado de la polime¬ 
rasa II, y es liberado tras la fosforilación 
del CTD cuando se inicia la transcripción. 
A continuación, el CTD fosforilado se une 
a factores de elongación y de procesamien- 
to que facilitan la sintesis y procesamiento 
del ARNm, 



Iniciación de la transcripción 
1 r 


Factores de elongación 
y procesamiento 


Transcripción por las ARN polimerasas l y III 

Como fue expuesto eon anterioridad, la transcripción de los genes que codifican 
los ARNs ribosómicos y de transferencia eucarióticos es llevada a cabo por otros 
tipos de ARN polimerasas. Las tres clases de ARN polimerasas requieren facto¬ 
res de transcripción adicionates para asociarse a los promotores adecuados. Sin 
embargo, pese a que tas tres polimerasas reconocen distintos tipos de promoto¬ 
res, se requiere un factor de transcripción comun —la proteina de unión a TATA 
(TBP)— para iniciar la transcripción por parte de cuaiquiera de las tres enzimas. 

La ARN polimerasa I se dedica de forma exclusiva a la transcripción de ge¬ 
nes de ARN ribosómico, que estan presentes en forma de repeticiones en tan¬ 
dem. La transcripción de estos genes da lugar a un pre-ARNr 45S de gran ła¬ 
mano, que es procesado para dar los ARNrs 28S, 18S y 5 t 8S (Fig. 6.15). El 
promotor de los genes de ARN ribosómico se extiende unos 150 pares de ba- 
sas corriente arriba del sitio de inicio de la transcripción. Estas secuencias pro- 
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Figura 6.15 

Gen de ARN ribosómico. El ADN ribo- 
sómico (ADNr) se transcribe para dar lu¬ 
gar a una molecula de ARN de gran tama- 
ńo (pre-ARNAr 45S) que posteriormente 
es dMdida en AR Nr de 28S, 183 y 5,8S 
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Figura 6.16 

tniciación de (a transcripeión de! ADNr. 

Dos factores de transcripeión, el UBF y el 
SL1, są unen conjuntamente a! promotor 
del ADNr y reclutan a ta ARN polimerasa I 
para formar el complejo de iniciación. Una 
subunidad det SL1 es la proteina de unión 
a TATA (TBP). 



Promotor del ADNr 


motoras son reconocidas por dos factores de transcripeión, el UBF (factor de 
unión comente-arriba) y el SLi (factor de se!ectividad 1), que se unen de forma 
cooperativa al promotor y posteriormente reclutan a la polimerasa I para formar 
ef complejo de iniciación {Fig. 6,16), E! factor de transcripeión SLI se compone 
de cuatro subunidades proteinicas, una de las cuales, sorprendentemente, es 
la TBP, El papel de la TBP ha sido demostrado directamente eon el deseubri- 
miento de que las levaduras portadoras de mutaciones en la TBP son defectivas 
no solo para la transcripeión por la polimerasa II, sino tambien por las polimera- 
sas I y fil. Por lo tanto, la TBP es un factor transcripcional comun a los tres tipos 
de ARN pofimerasas eucarioticas, Dado que el promotor de los genes de ARN 
ribosómico no contiene una secuencia TATA, la TBP no se une a secuencias 
promotoras especificas. En lugar de ello, la asodacion de la TBP eon los genes 
de ARN ribosómico esta mediada por la unión de otras proteinas en el complejo 
SLI al promotor, un mecanismo similar a la asociación de fa TBP eon las se- 
cuencias Inr de los genes de la polimerasa II guecarecen de secuencias TATA. 

Los genes del ARNt, ARN 5S y algunos de los ARNs pequehos impiicados 
en el corte y empalme y en el transport© de proteinas se transcriben por medio 
de la ARN polimerasa IIE. Estos genes se transcriben a partir de tres clases de 
promotores diferentes, dos de los cuales se eneuentran en el interior, en lugar 
de por delante, de la secuencia transcrita (Fig. 6,17). De los genes transcritos 
por la ARN polimerasa III los estudiados eon mayor profundidad son los del 
ARNr 5S de Kenopus. Et TFIIIA (que ha sido el primer factor de transcripeión 
purificado) inicia el ensamblaje del complejo de transcripeión uniendose a se¬ 
cuencias especificas de ADN en el promotor del gen del ARNr 5S> Esta unión se 
sigue de la unión secuencial de TFIIIC, TFIIIB y la polimerasa. Los promotores de 
los genes del ARNt se diferencian del promotor del ARNr 53 en que no contienen 
la secuencia de ADN reconocida por el TFIIIA. En lugar de ello, ef TFI IIC se une 
directamente a los promotores de los genes del ARNt, y atrae al TFII IB y la poli¬ 
merasa para formar un complejo de transcripeión. Los promotores de la tereera 
clase de genes transcritos por la polimerasa III, incluyendo los genes que codifi- 
can algunos de los ARNs peguehos nudeares impiicados en el corte y empal¬ 
me, se localizan por delante del punto de iniciación de la transcripeión. Estos 
promotores contienen una secuencia TATA (como los promotores de los genes 
de la polimerasa II) ademas de un punto de unión para otro factor, denominado 
5NAP. SNAP y TFII IB se unen cooperatlvamente a estos promotores, y TFI IIB 
se une directamente a la secuencia TATA. Esto esta mediado por una proteina 
de unión a TATA, TBP, que es una de las subunidades de TFIIIB. Al igual que 
en el caso de los promotores de otros genes de la ARN polimerasa III, a conln 
nuación TFII IB reduta a la polimerasa al complejo transcripcional. 

Regulación de la transcripeión en eucariotas 

Pese a que el contro! de la expresión gśnica es mucho mas complejo en euca¬ 
riotas que en bacterias, se aplican los mismos principios basicos, La expresión 
de fos genes eucarióticos esta controlada principalmente a nivel de iniciación de 
la transcripeión. aunque en muchos casos la transcripeión tambien esta regula- 
da durante !a elongación. Al igual que ocurre en bacterias, ia transcripeión en 
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Figura 6.17 

Transcripción de los genes de la poii- 
merasa UL Los genes transcritos por la 
polimerasa III se expresan a partir de 
tres tipos de promotores. Los promoto¬ 
res de los genes del ARNr 5S y ARNt es- 
tan corriente abajo del sitio de iniciación 
de la transcripción. La transcripción del 
gen de ARNr 5S comienza eon la unión 
de TFIIIA, seguido del TF1IIC, TFIIIB y la 
polimerasa. Los promotores del ARNt no 
tienen un sitio de unión para el TFIIIA r ya 
que este no es neeesario para la irans- 
cripción. En su iugar, es el TFIIIC ef que 
inicta Ea transcripción de los genes de los 
ARNt gracias a su unión a las secuen- 
cias promotoras, y posteriormente a la 
asociación de TFIIIB y la polimerasa. Ei 
promotor del gen del ARNsn U6 esta co¬ 
rriente arriba del punto de iniciación de 
la transcripción y contiene una secuen- 
cia TATA, que es reeonocida por la su- 
bunidad de la proteina de unión a TATA 
(TBP) del TFIIIB, en cooperación eon 
otro factor denominado SNAP. 



ARNsn U6 


TFIIIB 


las celulas eucariotas esta controlada por protefnas que se unen a secuencias 
reguladoras especfficas y mcdulan la actividad de la ARN polimerasa. Una dife- 
rencia importante entre 3a regulación transcripcional en procariotas y eucario¬ 
tas, sin embargo, resulta del empaquetamiento del ADN eucariótico en cromati- 
na, lo que limita su disponibilidad como molde para la transcripción. Como 
resultado, las modificaciones de la estructura de la cromatma juegan papeles 
fundamentales en el contro! de la transcripción en celulas eucariotas. 


Secuencias de regulación en cisi promotores y estimuladores 

La transcripción en bacterias se reguła por la unión de protefnas a secuencias 
de acción en cis (p, ej. t el operón lac) que controlas la transcripción de genes 
adyacentes, Secuencias de acdón en cis similares regulan la transcripción de 
genes eucariotas. Estas secuencias han sido identificadas en celulas de mami- 
tero por medio de la utilización de ensayos de transferencia genica eon el fin de 
estudiar la actividad de regiones sugerentes de poseer función reguladora en 
genes clonados {Fig. 6,18), Las secuencias de regulación eucarióticas se unen 
a un gen «reportero» que codifica una enzima factlmente detectable. La expre- 
sión del gen reportero tras su transferencia a celulas en cultivo proporciona un 
ensayo sensible para determinar la actividad de las secuencias reguladoras en 
la dirección de ia transcripción. Es posible identificar regiones reguladoras bio- 
lógicamente activas, y se puede utilizar la mutagenesis in vitro para determinar 
la función de secuencias especfficas. 
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Figura 6.18 

Identificación de las secuencias regutadoras eucarióticas. Se une la secuencia re¬ 
guladora de un gen eucariótico clonado a un gen «reportera^ que codifica una enzima 
facil menie detectable. El p las m ido re sułtan te se introduce en celulas recepto ras cultiva- 
das mediante transfección. Una secuencia reguladora activa dirige la transcripción del 
gen rep orf ero, y su expresión es detectada en las celulas transfectadas. 


Los genes transcritos por la ARN polimerasa II tienen dos elementos promo- 
tores principales, las secuencias TATA e inr, que sirven de sitsos de unión espe- 
cificos para factores de transcripción generał es. Otras secuencias de acción en 
cis sirven de sitios de unión para una amplia variedad de factores de regulación 
que controlan la expresión de genes individuales. Estas secuencias regulado- 
ras en cis se localizan de forma frecuente, pero no constante, corriente arriba de 
la secuencia TATA. Por ejemplo, dos secuencias de regulación que se encuen- 
tran en muchos genes eucarióticos fueron identificadas en estudios del promotor 
del gen que codifica a la timidina quinasa en el virus del herpes simple (Fig. 6.19). 
Ambas secuencias se localizan a 100 pares de bases corriente arriba de la 
secuencia TATA: sus secuencias consenso son CCAAT y GGGCGG (llamada 
secuencia GC, o GC box). Actualmente han sido identificadas proteinas especi- 
ficas que se unen a estas secuencias y estimulan la transcripción. 

En contraste eon la relatiyamente simple organización de las secuencias 
CCAAT y GC en el promotor de la timidina quinasa del virus del herpes, muchos 
genes de celulas eucarióticas estan controlados por secuencias de regulación 
localizadas a mayor distancia (en ocasiones a mas de 10 kilobases) del sitio de 
inicio de la transcripción. Estas secuencias, denominadas estimuladores o en- 
hancers , fueron identificadas por primera vez por Walter Schaffner en 1981 en 
estudios del promotor de otro virus, el SV40 (Fig. 6.20). Ademas de una secuen¬ 
cia TATA y un conjunto de seis secuencias GC, para llevar a cabo una transcrip¬ 
ción eficiente se requieren dos repeticiones de 72 pares de bases localizadas 
mas lejos corriente arriba. Se observó que estas secuencias estimulan la trans¬ 
cripción de otros promotores ademas del promotor del SV40, y, sorprendente- 
mente, su actividad no depende ni de la distancia ni de su orientación respecto 
al sitio de inicio de la transcripción (Fig. 6,21). Pueden estimuJar la transcripción 
situados corriente arriba o abajo del promotor y orientados en cua!quiera de los 
dos sentidos. 

La capacidad de los estimuladores de funcionar incluso a distancia de los 
sitios de iniciación de la transcripción sugirió inicialmente que actuan por un 
mecanismo distinto al resto de los promotores. Sin embargo esto no ha resulta- 
do ser cierto: tos intensificadores, como los promotores, actuan ligando factores 
transcripcionales que regulan posteriormente a !a ARN polimerasa. Esto es po- 
sible porgue el ADN forma bucles, que permiten que un factor de transcripción 
unido a un intensificador lejano interactue eon la ARN polimerasa o eon un fac¬ 
tor de transcripción generał en el promotor (Fig. 6,22), Los factores de transcrip¬ 
ción unidos a estimuladores lejanos pueden por lo tanio actuar por el mismo 
mecanismo que los situados adyacentes a los promotores, por lo que no existe 
ntnguna diferenda fundamenta! entre las acciones de los intensificadores y las 
de las secuencias reguladoras en cis adyacentes a los sitios de inicio de la 
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Figura 6.19 

Promotor eucariótico. El promotor del gen de la timidina guinasa del virus del herpes 
simpfex contiene tres secuencias corriente arriba de la secuencia TATA. necesarias para 
una transcripción eficaz: una secuencia CCAAT y dos secuencias GC (secuencia consen¬ 
so GGGCGG), 
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Rotenciador 


Promotor 



ARNm 


Repeticiones de 72-pb 


Cajas GC 


transcripción. Es interesante reseńar que aunque los enhancers fueron inicial- 
mente identificados en eucariotas, han sido posteriormente encontrados en 
bacterias —un caso inusual de aplicación de estudios en eucariotas como mo¬ 
dele para sistemas procarióticos—. 

La Union de proteinas de regulación transcripcional especificas a los esttmu- 
ladores es responsable del control de la expresión genica durante el desarrollo y 
la diferenciación, ast como en la respuesta celular a hormonas y factores de 
crecimiento. Urto de los estimuladores eucanoticos estudiado eon mayor detalle 
controla la transcripción de genes de inmunoglobulinas en linfocitos B. Los ex- 
perimentos de transferencia genica han establecido que el estimulador de las 
mmunoglobulinas es activo en linfocitos, pero no en otros tipos celulares. Por lo 
tanto, esta secuencia reguladora es al menos en parte responsable de la espe- 
cificidad tisular en la expresión de los genes de inmunoglobulinas en el tipo 
celular apropiado. 


Figura 6.20 

Estimulador del SV40. El promotor del 
SV40 para la expresión genica precoz 
contiene una secuencia TTA y seis se- 
cuencias GC organizadas en tres grupos 
de secuencias repetidas. Ademas, para 
una transcripción eficaz se necesita un 
potenciador situado hacia arriba en la ca- 
dena que consta de dos repeticiones de 
72 pares de bases (pb). 
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Figura 6/21 

Actuación de los estimuladores. Sin un 

estimulador, el gen se transcribe a un ni- 
vel basal bajo (A). La adición de un esti¬ 
mulador, E —por ejemplo, las repeticio¬ 
nes de 72 pares de bases def SV4G— 
estimula la transcripción. El estimulador 
es activo no solo cuando se coloca en la 
cadena justo por delante del promotor (B). 
sino tambien a varias kilobases hacia arri¬ 
ba o hacia abajo del sitio de inicio de 
transcripción (C y D). Ademas, los eslimu- 
ladores son activos orientados en cual- 
quiera de los dos sentidos (E). 
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Figura 6.22 

Formación de bucles en el ADN. Los 

factores de transcripción unidos a estimu¬ 
ladores lejanos pueden interaccionar eon 
et complejo ARN polimerasa ll/mediadoro 
los factores de transcripción generales en 
el promotor gracias a que el ADN es ca- 
paz de formar bucles. Por este motivo no 
existe una diferencia fundamental entre ta 
acdón de factores de transcripción unidos 
al ADN justo por delante del promotor y 
aguellos estimuladores lejanos. 


Bucie 
de ADN 



Factores de 
transcripción 
especificos r 


|;J Complejo 
^ de iniciación 


Medlador 


JAT AA 


Estimulador 


Una caractenstrca importante de los estimuladores es que habitualmente 
contienen multiples secuenctas funcionales que tigan diferentes proteinas de 
regulación transcripcional. Estas proteinas funcionan de forma conjunta en la 
regulación de la expresión genica. Por ejemplo* el estimulador de las cadenas 
pesadas de inmunoglobulina abarca unos 200 pares de bases y contiene al 
menos nueve secuencias dśstintas que sirven de sitio de unión a proteinas 
(Fig. 6.23), Una mutación en cualguiera de estas secuencias reduce pero no 
elimina la activtdad intensificadora* indicando que las funciones de las proteinas 
individualesque se unen al intensificador son, al menos en parte, redundantes. 
Muchas de las secuencias individuales del intensificador de las inmunoglobuli- 
nas estimulan por si mismas la transcnpción en cefulas no Jinfoides. Por Jo tanto la 
actividad restringida del intensificador intacto en linfocitos B no se debe a que 
cada uno de sus componentes posea especificidad tisulan La especificidad tisu- 
lar en la expresión resulta de la combinación de secuencias individuales que com- 
ponen el intensificador. Estos elementos incluyen algunas secuencias regulado- 
ras de actuación en cis que se unen a activadores de la transcripción que se 
expresan de forma especifica en linfocitos B r asi como otras secuencias regula- 
doras que unen represores en celulas no linfoides. Por lo tanto, el estimulador de 
las inmunoglobulinas contiene elementos de regulación negativa que inhiben la 
transcripción en tipos celulares inapropiados, asi como elementos de regulación 
positiva que activan la transcnpción en linfocitos B, La actividad conjunta del 
estimuladores mayor que la suma de sus parłeś, reflejando la acción combina- 
da de las proteinas asociadas eon cada uno de sus secuenctas individuales, 
Aungue la formación de bucles de ADN permite que los enhancers actuen a 
una distancia considerable de los promotores, la actividad de cualquier enhan- 
cerd ado es especifica para el promotor de su gen diana correspondiente. Esta 
especificidad se mantiene gracias a los aisladores o insułators , que dividen a 
los cromosomas en dominios independientes e impiden que los enhancers ac¬ 
tuen sobre promotores iocalizados en dominios adyacentes, Los aisladores 
tambien previenen que se propague la estructura de lacromatina de un dominie 
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Figura 6.23 

Estimulador de la inmunoglobulina. El estimulador de la cadena pesada de la mmuno- 
globulina abarca unas 200 bases y contiene nueve secuencias funcionales (E. /(El -5, jt, 
y OCT) que conjuntamente estimulan la transcnpción en linfocitos B. 
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a sus vecinos ? manteniendo asf regiones del genoma reguladas independiente- 
mente. 

Protein as de regułación transcnpcional 

El aislamiento de un conjunto de protefnas de regulación transcnpcional se ha 
basado en su unión espeeffica a secuencias promotoras o esiimuladoras. La 
unión de protefnas a estas secuencias de ADN se analiza habituafmente por 
dos tipos de experimentos. El primero, la tecnica del footprinting , ha sido deserito 
previamente en relación eon la unión de la ARN polimerasa a los promotores 
procarióticos (vease la Fig. 6.3). El segundo abordaje es el test de cambio de 
movilidad electroforetica, en el que un fragmento de ADN radiomarcado es 
ineubado eon una preparación de protefnas y despues es sometido a electrofore- 
sis en un gel no desnaturalizante (Fig. 6.24). La unión a protefnas es detectada por 
un descenso en la movilidad electroforetica del fragmento de ADN r dado que su 
migración se ve enlentecida por la proteina iigada. La utilización combinada de los 
tests del footprinting y del cambio de movilidad electroforetica han llevado a correla- 
cionar sitios de unión de protefnas eon los elementos reguladores de estimuladores 
y promotores, indicando que estas secuencias generalmente constituyen los sitios 
de reconocimiento de protefnas especfficas de unión al ADN. 

Uno de los prototipos de factores de transcripción eucarióticos fue inicial- 
mente identificado por Robert Tjian y sus colaboradores durante los estudios de 
la transcripción del ADN del SV40. Este faetor (denominado Spl, proteina de 
especificidad 1) estimula la transcripción en extractos libres de celulas a partir del 
promotor SV40, pero no a partir de otros muchos promotores, Posteriormente se 
determinó que la estimulación de la transcripción por la Spl depende de la pre- 
sencia de secuencias GC en el promotor SV40: SI estas secuencias son delecio- 
nadas se elimina la estimulación por la Spl. Los experimentos de analisis por la 
tecnica del footprinting establecieron que la Spl se une de forma especffica a las 
secuencias GC. En conjunto, estos resultados indican que las secuencia GC re- 
presenta un sitio de unión especifico para un activador transcripcional —Spl—. 
Experimentos similares han estableddo que muchas otras secuencias reguladoras 
de la transcripción, incluidas la secuencia CCAAT y las multiples secuencias de! 
estimulador de las inmunogtobulinas, tambien representan sitios de reconocimiento 
para protefnas de unión al ADN eon especificidad de secuencia (Tabla 6.2), 
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Figura 6.24 

Test del cambio en la movilidacf elec¬ 
troforetica. Se divide en dos una mues¬ 
tra que contiene fragmentos de DNA mar- 
cados radiactivamente, y una de las 
mitades es ineubada eon una proteina 
que se une a una secuencia determinada 
de ADN. Las muestras son posteriormen- 
te analizadas medianie electroforesis en 
un gel no desnaturalizante, de forma que 
la proteina permanezca unida al ADN. La 
unión de la proteina se detecta gracias a 
la migración mas lenta de los complejos 
ADN-proteina comparada eon la del ADN 
librę. Realnienie solo una parte del ADN 
en la muestra esta unido a la proteina, por 
Jo que tanto los complejos de ADN-protei- 
na como el ADN librę se detectan por la 
incubación del ADN eon la proteina. 
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TABLA 6.2. Ejemplos de factores de transcripción y sus sitios de unión 
al ADN representativos 


Factor de transcripción 

Sitio de unión consenso 

Proteina de especificidad 1 (Spl) 

GGGCGG 

CCAAT/Proteina de unión al potenciador (C/EBP) 

CCAAT 

Proteina act i vadora 1 (AP1) 

TGACTCA 

Proteinas de unión a octameros (OCT-1 y OCT 2) 

ATGCAAAT 

Proteinas de unión a caja-E (El2, E47, E2-2) 

CANNTG' 


11 N puede sustituirse por cualq mer n udećl ido. 


La unión especffica de la Spl a la secuencia GC no solo estableció la acción 
de la Spl como un factor de transcripción eon especificidad de secuencia; tam- 
bien sugirió un abordaje generał para ia purificación de factores de transcrip- 
ción. El aisiamiento de estas proteinas supuso inicialmente un formidable reto 
dado que estan presentes en muy pequehas cantidades (p, ej., unicamente el 
0,001 % de las proteinas celulares totales), dificiles de purificar por tecnicas bio- 
quimicas convencionales. Este problema fue superado por la cromatografia de 
afinidad de ADN (Fig, 6,25), Multiples copias de ofigonucleótidos correspondien- 
tes a la secuencia GC fueron fijadas a un soporte sófitfo, y se hicieron pasar extrac- 
tos celulares a traves de la columna de oligonucleótidos. Dado que la Spt se une a 


Figura 6.25 

Purificación de la Spl mediante croma¬ 
tografia de afinidad por ADN. Se adhie- 
ren olrgonucleótidos de dobie cadena que 
contienen secuencias repetidas de se- 
cuencias GC a particulas de aga rosa. y se 
traspasan a una columna Se ańaden en- 
tonces a la columna una mezcla de protei- 
nas celulares eon la Spl; dado que la Spl 
se une de nnanera especffica a los oligo¬ 
nucleótidos eon Ja secuencia GC, es rete- 
nida en la columna, mtentras que otras 
proteinas la atraviesan. Tras lavar la co¬ 
lumna eon un tampon hipersalino se diso- 
cian la Spt del ADN eon la secuencia GC, 
eon lo que se obtiene la proteina Spl pum 
ficada. 
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Experimento clave 


Aislamiento de un factor de transcripción eucariótico 


Purificación por afinidad de proteinas de unión a secuencias 
especjficas del ADN 

James T. Kadonaga y Robert Tjian 

University of California, Berkeley 

Proceedings of the National Academy of Sciences. USA, 1986, Votume 83, pags , 5889-5893 


Contexto 

Tras los estudios del operón tac por 
Jacob y Monod, quedó ciaro que la 
transcripción esta regulada por 
proteinas que se unen a 
determinadas secuencias de ADN. 
Un prototipo de los estudios de la 
expresión genica en celulas 
eucarióticas es ei del virus de los 
monos SV40. en el cuaf se 
identificaron varias secuencias 
reguladoras det ADN a principios de 
la decada de 1980. En 1983 William 
Dynan y Robert Tijan demostraron 
por primera vez que 
una de estas secuencias (la 
secuencia GC) es el sitio de unión 
especifico de una proteina 
detectabie en extractos nucleares 
de celulas humanas. 

Esta proteina (llama- 
da proteina especifica 
1 o Spl) no solo se 
une a la secuencia 
GC, sino que tambien 
estimula la transcrip¬ 
ción In vitro t lo que 
confirma que es un ac- 
tivador de la transcrip- 
ción especifico de se¬ 
cuencia. 

Para estudiar el me- 
canismo de acción de 
la Spl era necesario 
obtener el factor de 
transcripción en forma 
pura asi como clonar 
el gen de la Spl. Se 
convirtió asi en 
una prioridad aislar a 
la Spl de forma pura, 
aunque suponia un 
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Psjrifrcaclón cte la Spl. Electroforesls en gel de (as protei- 
nas presentes inieialmente en el extracto nuclear bruto 
(carril 1) y de las proteinas obtenidas tras uno o dos cicloe 
de eromatografia de afinidad al ADN (carriles 2 y 3, res- 
pectiwamente). Se indica a la śzquierda de! gel el tam ano 
de las proteinas marcadoras de peso molecular (en kilo- 
daltons), y medianie ftechas los polipeptidos de la Spl. 


reto tecnico importante, Tanto la Spl 
como otros factores de transcripción 
representan tan sólo airededor del 
0,001 % del total de las proteinas 
celulares, por lo que no pueden ser 
purificadas por las tecnicas 
btoquimicas conveneionales. James 
Kadonaga y Robert Tijan solventaron 
el problema desar roi lando un metodo 
de cromatografia por afinidad al ADN, 
que lievó a la purificación no sólo de la 
Spl sino tambien otros muchos 
factores de transcripción eucarióticos, 
abriendo por tanto el camino para e) 
analisis molecular de la regulación de 
la transcripción en celulas 
eucarióticas. 


Experimentos 

La cromatografia de afinidad 
ai ADN f desarrollada por 
Kadonaga y Tjian, es un 
metodo que se basa en la 
unión especifica y eon una 
alta afinidad entre la Spl y la 
secuencia GC, GGGCGG. 
Se emparejaron eon 
particulas sólidas 
oligonucleótidos sinteticos 
poseedores de multiples 
copias de esta secuencia, y 
se hizo pasar un extracto 
nuclear bruto a traves de 
esta columna de particulas 
ligadas a secuencias GC del 
ADN. A continuación las 
particulas fueron iavadas 
para efiminar las proteinas 
que no guedaron unidas de 
manera especifica eon los 
oligonucleótidos. Por ultimo, 
se realizó otro lavado de las 
particulas eon suero salino 
hipertónico (CIK 0,5M) P eon 
el objetivo de separar la Spl 
del ADN y liberar por tanto la 
Spl de la columna. 



La electroforesis 
en gel demostró 
que el extracto nu¬ 
clear bruto apiica- 
do inicialmente a la 
columna era una 
mezcla compleja 
de proteinas (vea- 
se Figura). Por el 
contrario, aproxima- 
damente el 90 % de 
las proteinas Robert Tjian 

recuperadas tras dos ciclos de 
cromatografia de afinidad al ADN 
corresponden a sólo dos polipśptidos, 
identificados como Spl por su unión al 
ADN y por su actividad en estudios de 
transcripción in vitro. Por tanto, la Spl 
ha sido efieazmente purificada 
medianie la cromatografia de afinidad 
por el ADN. 


Impaeto 

En su documento de 1986, Kadonaga y 
Tijan afirman que la tecnica de 
cromatografia por afinidad al ADN 
«deberia ser apilcable a la purificación 
de otras proteinas de unión a 
secuencias especificas del ADN». Esta 
predicción ha sido ampliamente 
confirmada; ha sido posible aislar 
muchos factores de transcripción 
eucarióticos grac i as a este metodo. Los 
genes que codifican otros factores de 
transcripción se han aislado por otro 
m ecan i s mo a I te rn at ivo (d e sa r ro I i ado de 
manera independiente por los 
laboratorios de Phillip Sharp y de Steven 
McKnight en 1988) on e\ cuaf se revisan 
las bibliotecas de expresión de ADNc 
mediante sondas de oligonucleótidos 
para detectar proteinas recombinantes 
que se unen especificamente a las 
secuencias deseadas del ADN. La 
posibilidad de aislar proteinas de unión 
a secuencias especificas del ADN por 
estos metod os ha permitido la 
descripción detali a da de la estrućtura y 
el funcionamiento de una amplia 
variedad de proteinas reguladoras de la 
transcripción, proporcionando las bases 
para la actual comprensión de la 
expresión genica en celulas 
eucarióticas. 
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la secuencia GC eon alta afinidad, ąuedaba especificamente retenida en ta colum- 
na. Se pudo por tanio obtener proteina Spt altamente purificada para ser utilizada 
en estudios posteriores, incluyendo 3a determinación parciał de su secuencia de 
aminoacidos, que a su vez llevó a !a clonación del gen que codrfica la Spl. 

La cromatograffa de afinidad por ADN r utilizada por primera vez en la punfi- 
cación de la Spl. ha sido utilizada eon exito para aisiar una amplia variedad de 
proteinas de unión af ADN eon especificidad de secuencia a partir de celulas 
eucariotas. Los genes que codifican otros factores de transcripción han sido 
atslados mediante ei analisis de bibliotecas de ADNc de exprestón para identifi- 
car proteinas recombinantes que se unen a secuencias especificas del ADN. El 
cionaje y secuenciaclón de ADNcs de factores de transcripción ha llevado a la 
acumulación de una gran cantidad de información sobre la estructura y función 
de estas cnticas proteinas reguladoras. 


Estructura y función de los activadores de la tmascripcióti 


Figura 6.26 

Estructura de los activadores de la 
transcripción. Los actśvadores de la 
transcripción constan de dos dominios in- 
dependientes. El dominto de unión al ADN 
reconoce una secuencia de ADN especifi- 
ca, y el dominie de activactón interacctona 
eon otros elementos de la maquinaria de 
ta transcripción. 


Dado que los factores de transcripción son fundamentales para la regulación de 
la expresión genica, la comprensión de sus mecanismos de acción es actuaL 
mente una importante area de investigación en biologia ceiular y molecular. De 
estas proteinas, las estudiadas eon mayor profundidad son los activadores de 
ia transcripción, que T como la Spl, se unen a secuencias reguladoras de ADN 
y estirnulan la transcripción. Estos factores constan en generał de dos domi- 
nios: una region de la proteina se une especificamente al ADN; la otrą activa la 
transcripción interactuando eon otros componentes de la maquinaria transcrip- 
cional {Fig. 6.26), Los activadores de ia transcripción parecen ser proteinas mo- 
dulares, dado que los dominios de unión af ADN y de activación de distintos 
factores pueden ser freeuentemente intercambiados utilizando tecnicas de ADN 
recombinante. Dichas manipulacionesproducen factores de transcripción hfbrL 
dos, que activan la transcripción uniendose a secuencias promotoras o intensifi- 
cadoras determinadas por la especificidad de sus dominios de unión al ADN. 
Por lo tanto parece que ia función basica del dominio de unión al ADN es anclar 
el factor de transcripción al sitio apropiado en el ADN; posteriormente el dominio 
de activación estimula de forma independiente ia transcripción interactuando 
eon otras proteinas 

Como era de esperar, dada la especificidad tisufar de la expresión genica en 
organismos multicelulares complejos, han sido identificados muchos factores 
de transcripción en celulas eucarióticas. La caracterización molecular de estas 
proteinas ha mostrado que los dominios de unión al ADN estan relacionados 
entre si (Fig, 6.27), Los dominios en dedos de cinc eontienen repeticiones de 
residuos de cistę i na e histidina que ligan iones de cinc y se pliegan en bucles 
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(^dedos») que se unen al ADN. Estos dominios fueron inicialmente identifica- 
dos en el factor de transcripción de la ARN pali me rasa III TFIIIA pero se en- 
cuentran tambien en łactores de regutación transcripcionales de los promotores 
de la polimerasa II. incluyendo la Spl. Otros ejemplos de factores de transcrip- 
ción que posee dominios en dedos de cinc son los receptores de hormonas 
esteroideas, que regulan la transcripción genica en respuesta a hormonas 
como los estrógenos y la testosterona. 

La estructura helice-vuelta-helice se describió inicialmente en protemas de 
unión al ADN procarióticas, como la proteina activadora de catabolitos (CAP) de 
E coli. En estas protemas una helice realiza ia mayor parte del contacto eon el 
ADN, mientras que las otras helices estabilizan la interacción. En las celulas 
eucarióticas un tipo de proteinas eon conformación helice-vuelta-helice son las 
proteinas eon dominios homeo, quetienen un papel critico en la regulaciónde 
la expresión genica durante el desarrollo embrionario, Los genes que codifican 
estas proteinas fueron deseubiertos en mutantes Drosophifa. Aigunos de los 
mutantes de Drosophifa descritos inicialmente (denominados mutantes homeó- 
ticos en 1894) daban lugar al desarrollo de moscas en las que una parte del 
cuerpo estaba sustituida por otrą. Por ejemplo, en el mutante homeótico Anten- 
napsdia crecen patas en vez de antenas en la cabeza de la mosca (Fig. 6.28). 
El analisis genetico de estos mutantes, iniciado por Ed Lewis en los ańos 40, ha 
evidenciado que Drosophifa contiene seis genes homeóticos, cada uno de los 
cuales especifica la identidad de un segmento corporaL La clonadón molecular 
y el analisis de estos genes ha puesto de manifiesto que contienen secuencias 
conservadas de 180 pares de bases (denominadas secuencias homeo u ho- 
meoboxes) que codifjcan los dominios de unión al ADN (dominios homeo) de 


Figura 6.27 

Familias de dominios de unión al 

ADN. (A) Los dominios en dedo de cinc 
son bucles en los que una helice n y una 
lamina /i engloban de manera coordinada 
un lón cinc, (B) Los dominios helice-giro- 
helice constan de tres regiones helicoida- 
les (o en aigunos casos cuatro). Una de 
las helices (la helice 3) es la que realiza la 
mayor parte de los contactos eon el ADN, 
mientras que las helices 1 y 2 se apoyan 
encima y estabilizan la interacción. (C) 
Los dominios de unión al ADN de protei¬ 
nas eon cremallera de leucinas estan for- 
mados por dos cadenas poiipeplidicas 
distintas. Las responsables de la dimeri- 
zación son las interacciones entre las ca¬ 
denas lateral es hidrofóbicas de residuos 
de ieucina expuestos en uno de los lados 
de cada region helicoidal (cremallera de 
leucinas). Inmediatamente detras de la 
cremallera de leucinas esta la helice de 
unión al ADN. rica en aminoacidos basi- 
cos. (D) Los dominios eon estructura heli- 
ee-bucle-hetice son parecidos a los de 
cremallera de leucinas, excepto en que 
los dominios de dimerización de cada una 
de estas protemas consisten en dos regio¬ 
nes heiicoidales separadas por un bucie. 
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Figura 6.28 

Mutacion Antennapedia > Las moscas 
mutantes Antennapedia t i en en en fa cabe- 
za patas en lugar de antenas. (A) Cabeza 
de una mosca normal. (B) Cabeza de una 
mosca mutante Antennapedia. (Cortesia 
de F. Rudolf Turner. Universidad de India¬ 
na), 
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Figura 6.29 

Actuacrón de los activadores trans- 
cripcionales. Los activadores eucarióti- 
cos estimulan la transcripción por dos me- 
canismos, Interactuan eon las proteinas 
del Mediador y eon los factores de trans¬ 
cripción generafes para facilitar el ensam- 
blaje de un complejo de transcripción, e 
interactuan eon los coactivadores para fa* 
eilitar la transcripción modificando la es- 
tructura de la cromatina. 


los factores de la transcripción. Desde entonces han sido identificadas una gran 
variedad de proteinas eon homeodominios en hongos, plantas y otros animales, 
incluidos Jos humanos. Los genes de las homeoboxes humanas son !lamativa- 
mente similares a sus homólogos en Drosophita en cuanto a su estructura y 
fundón, demostrando la alta conservación de las funciones de estos factores de 
transcripción en el desarrollo animal. 

Otras dos familias de proteinas de unión al ADN, las proteinas eon crema- 
llera de leucinas y eon estructura helice-bucle-helice, contienen dominios 
de unión al ADN formados por la dimerizacion de dos cadenas polipeptidicas. 
La cremallera de leucinas contiene cuatro o cinco residuos de leucina separa- 
dos por intervalos de siete aminoacidos, quedando sus cadenas laterales hidro- 
fóbicas expuestas en un lado de una region helicoidal. Esta region sirve de 
dominio de dimerizacion para las dos subunidades protemicas, que permane- 
cen unidas por las interacciones hidrofóbicas entre las cadenas laterales de las 
leucinas. Inmadiatamente despues de la cremallera de leucinas existe una re¬ 
gion rlca en aminoacidos cargados positivamente (lisrna y arginina) que se unen 
al ADN. Las proteinas eon estructura de helice-bucle-helicetienen una estructu¬ 
ra similar, exceptuando que sus dominios de dimerizacion estan formados por 
dos regiones helicoidalescada u no, separados por un bucie. Una caracteristica 
importante de los factores de transcripción eon cremallera de leucinas y estruc¬ 
tura heiice-bucle-helice es que distintos miembros de estas familias pueden for- 
mar dimeros entre ellos. Por lo tanto r la combinación de distintas subunidades 
de proteinas puede dar Iugar a un mayor abantco de factores que pueden diferir 
en la secuencia de ADN reconoeida y en las actividades de estimulación de la 
transcripción. Las proteinas eon cremallera de leucinas y eon estructura de heli- 
ce-bucle*helice tienen una importante fundón en ia regulación de la expresión 
genica inducible eon especificidad tisular, y la formacion de dimeros entre dife- 
rentes miembros de sus familias es un aspecto crucial del control de su función. 

Los dominios activadores de los factores de transcripción no estan tan bien 
ca racie ri zad os como sus dominios de unión al ADN, Algunos de elfos, denomina- 
dos dominios de activaciÓn acidicos, son ricos en residuos cargados negatiya* 
mente (aspartato y glutamato); otros son ricos en residuos de prolina o glutamina. 
Los dominios de activación de los factores de transcripción eucarioticos estimu¬ 
lan la transcripción medianie dos mecanismos diferentes (Fig. 6.29). En primer 
lugar, interactuan eon las proteinas del Mediador y eon los factores de transcrip¬ 
ción generales, como TFJIB o TFIID, para reclirtar la ARN polimerasa y facilitar el 
ensamblaje de un complejo de transcripción sobre el promotor, similar a los acti- 
vadores transcripcionales de las bacterias (ver Fig, 6.10). Ademas, los factores 
de transcripción eucarióticos interactuan eon una variedad de coactivadores 
que estimulan la transcripción modificando la estructura de la cromatina, como se 
estudia mas adelante en este capftulo. 
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Figura 6.30 

Aceton de los represores eucanoticos* (A) Determinados represores bloquean la 
unión de activadores a secuencias reguladoras. (B) Otros represores tienen dominios de 
represión activos que inhiben la transcripción mediante interacciones eon p rotę i nas me- 
diadoras o factores de transcripción generales, ademas cle eon correpresores que actuan 
para modificar la estructura cromatinica. 


Represores eucarióHcos 

La expresión genica en celulas eucarióticas esta regulada por represores ade¬ 
mas de por activadores de la transcripción. De igual forma que sus homólogos 
procarióticos, los represores de eucariotas se unen a secuencias especificas de 
ADN e inhiben la transcripción. En algunos casos, los represores eucarióticos 
simplemente interfieren eon la unión de otros factores transcnpcionales al ADN 
(Fig. 6.30 A). Por ejemplo, la unión de un represor cerca del sitio de iniciación de 
la transcripción puede bloquear la interacción de la ARN polimerasa o de facto¬ 
res generales de transcripción eon el promotor, de forma similar a los represo¬ 
res bacterianos. Otros represores compiten eon los activadores por unirse a 
secuencias especificas de regulación, Algunos de estos represores contienen 
el mismo dominto de unión al ADN que el actwador, pero earecen de su do minio 
activador< El resultado de su unión al promotor o al estimulador es el bloqueode 
la unión del actwador, inhibiendo por tanio la transcripción. 

En contraste eon los represores que simplemente interfieren eon la unión de 
activadores, muchos represores (denominados represores activos) contienen do¬ 
minios especificos que inhiben la transcripción por medio de interacciones proteP 
na-proteina (Fig. 6.30B). Et primero de estos represores fue descrito en 1990 en 
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estudios sobre un gen denominado Kruppel t que interyiene en el desarrollo em- 
brionario de Drosophila . El analisis molecular de [a proteina Kruppel ha demostra- 
do que contiene un dominio de represión enlazado a un dominio eon estructura 
de dedos de cinc de unión al ADN. El dominio de represión Kruppel puede inter- 
cambiarse eon distintos dominios de unión al ADN de otros factores transcripcio- 
nales. Estas moleculas hibridas tambien reprimen la transcripción, indicando que 
el dominio represor de Kruppel inhibe la transcripción por medio de interacciones 
proteina-proteina, independientemente de su sitio de unión al ADN, 

Muchos de los represores activos encontrados tienen una función clave en la 
regulación de la transcripción de celulas animales, siendo en ocasiones los regu- 
fadores principales del crecimiento y la diferenciación celulares. Al igual que en el 
caso de los activadores de la transcripción, se han identificado diversos dominios 
represores. Por ejemplo, el dominio represor de Kruppel es rico en residuos de 
alanina, mientras que otros dominios represores son ricos en prolina o residuos 
acidicos. Los objetivos de los represores tambien son diversos, los represores 
pueden inhibir la transcripción interactuando eon proteinas activadoras especi- 
ficas, eon proteinas del Medrador o factores de transcripcrón generales, y eon 
correpresores que actuan modificando la estructura de la cromatina. 

La regulación de la transcripción por medio de represores ademas de eon 
activadores amplia de forma considerable el abanico de mecanismos que eon- 
trolan la expresión de los gen.es eucarióticos. La inhibictón de la expresión de 
genes eon especificidad tisular parece ser una importante función de los repre¬ 
sores. Por ejemplo, como fue expuesto previamente, se cree que un sitio para la 
unión de un represor en el estimulador del gen de las inmunoglobulinas contri- 
buye a su expresión eon especificidad tisular suprimiendo su transcripción en 
celulas no linfoides. Otros represores desempenan un papel crucial en el control 
de la proliferación y diferenciación celutares en respuesta a hormonas y facto¬ 
res de crecimiento (veanse Caps. 13 y 14). 

Reluciótt entre la es t mc tura cromattnica i / la transcripción 

Tai y como se mencionó en la exposición previa, tanto los actiyadores como los 
represores regulan la transcripción en eucariotas no solo interaccionando eon 
otros componentes de la maquinaria transcripcional, sino tambien induciendo 
cambios en la estructura de la cromatina. En lugar de estar presente en ef inte¬ 
rior del nucleo como el ADN desnudo, el ADN de todas las celulas eucarióticas 
se eneuentra fuertpmente unido a las histonas. La unidad estructural basica de 
la cromatina es el nucleosoma, que consiste en 146 pares de bases de ADN 
en roi lado en torno a dos moleculas compuestas cada una por las histonas H2A, 
H2 B t H3 y H4, eon una molecula de histona HI unida al ADN donde entra en la 
particuia del nucleosoma (ver Fig, 4.12). La cromatina se condensa aun mas, 
enrollandose en estructuras de orden superior organizadas en grandes bucles 
de ADN. Este ennpaquetamrento del ADN eucarEÓtico en cromatina claramente 
posee importantes consecuencias en terminos de disponibilidad como molde 
para la transcripción, de modo que \a estructura de la cromatina es un aspecto 
critico para la expresión genica en las celulas eucarióticas. 

Los genes transcritos activamenie se eneuentran en cromatina re!ativamen- 
te descondensada, probablemente correspondiendo a las fibras de cromatina 
de 30-nm descritas en el Capitulo 4 (ver Fig. 4.13). Por ejemplo, la visualización 
microscópica de los cromosomas politenicos de Drosophila indica que las regio- 
nes del genoma que estan implicadas activamente en la sintesis de ARN co- 
rresponden a reglones cromosómicas descondensadas (Fig, 6,31), No obstan¬ 
ie, los genes transcritos activamente permanecen unidos a histonas y 
empaguetados en nucleosomas, de modo que los factores de transcripción y la 
ARN polimerasa siguen enfrentandose al problema de interaccionar eon la cro¬ 
matina en lugar de eon el ADN desnudo. El estrecho enrollamiento del ADN en 
torno al nucleo de la particuia del nucleosoma es un gran obstaeufo para la 
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Figura 6.31 

Regiones cromosómicas descondensa- 
das de Drosophiła - fmagen de micros- 
copio óptico que muestra regiones des- 
condensadas de erom oso mas politenicos 
(flechas), que son activas en fa sintesis de 
ARN. (Cortesia de Joseph Gall. Carnegie 
Institute). 



i__— 

10 um 


transcripción, afectando tanto a la capacidad de los factores de transcripción de 
unirse al AON como a la capacidad de la ARN polimerasa de transcribir a \mves 
de un molde de cromatina. 

Diversas modificaciones son caractensticas de la cromatina transcnpcional- 
mente activa, incluyendo modificaciones de histonas, reorganizaciones de nu- 
cleosomas y la asociación eon dos protemas cromosómicas no histonas, deno- 
minadas protemas HMGN, eon los nucleosomas de genes aetivamente 
transcritos. Los sitios de unión de las proteinas HMGN en los nucleosomas 
sotapan eon el sitio de unión de la histona HI, y parece que las proteinas HMGN 
estimulan la transcripción alterando !a interacción de la histona HI eon nucleo¬ 
somas para mantener una estruclura descondensada de la cromatina. 

La acetilación de las histonas se ha correlacionado eon la cromatina trans- 
cripcionałmente activa en una amplia variedad de tipos celulares (Fig. 6.32). Las 
histonas del nucleo (H2A, H2B, H3 y H4) tienen dos dominios: un dominio plega- 


Figura 6.32 

Acetilación de histonas. (A) Las histo¬ 
nas del nucleo tienen dominios piegados 
que interaccionan eon oiras histonas y 
eon el AON en el nucleosoma, y extremos 
|NRerminales ; que se extienden por fuera 
del nucleosoma. Los extremos N-termina- 
les de las histonas del nucleo (p. ej., H3) 
son modificados ańadiendo grupos acetilo 
(Ac) en las cadenas laterales de determi- 
nados residuos de lisina. (B) Los activado- 
res y represores de la transcripción se 
asocian eon coactivadores y correpreso- 
res, eon actividad acetiltransferasa de his¬ 
tonas (HAT) y desacetilasa de histonas 
(HDAC) respectivamente. La acetilación 
de histonas es caractenstica de la croma¬ 
tina transcrita activamente y puede debili- 
tar la unión de las histonas al ADN o alte- 
rar sus interacciones eon otras proteinas. 
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Figura 6,33 

Metitación y fosforilación de histonas. 

La actividad transcripcionai de la cromati- 
na esta afectada por la metilación y tosfo- 
rijadón de residuos aminoacidicos especi¬ 
ficos presentes en la cola de las histonas. 
Por ejemplo, la cromatina transcripcionai- 
mente activa esta caracterizada por la pre- 
sencia en H3 de metilación de la lisina-4, 
tosfonlación de serina-10 y acetilación de 
lisina-9 y lisina-14, Por el contraho, la cro¬ 
matina inactiva se caracteriza por |;a meti¬ 
lación de H3 en la fisina-9. 


do t que intervtene en las interacciones eon otras histonas y en el enroilamiento 
del ADN alrededor del nucleo del nucleosoma, y un domin jo o extremo amino- 
terminal, que se extiende por fuera del nucleosoma. El extremo amino-terminal es 
rico en lisina y puede ser modificado por acetilación en residuos de lisina especifi- 
cos. La acetilación reduce la carga positiva neta de las histonas, y puede debiJitar 
su unión al ADN asi como alterar sus interacciones eon otras proteinas. Ademas, 
la acetilación de histonas se ha demostrado que facilita la unión de factores de 
transcripción al ADN nucleosómico, lo que indica que la acetilación de histonas 
inerementa la accesibilidad de la cromatina a las proteinas de unión al ADN. 

Estudios de dos grupos de investigadores en 1996 proporcionaron vinculos 
directos entre la acetilación de las histonas y la regulación transcripcionai, de- 
mostrando que los activadores y represores transcripcionaies estan asociados 
eon histona acetiltransferasas y deacetitasas, respectivamente. Esta asociación 
se deseubrió en primer lugar mediante la clonación de un gen que codificaba una 
histona acetiltransferasa de Tetrahymena, Sorprendentemente, la secuencia de 
esta histona acetiltransferasa estaba estrechamente refadonada eon un coacti- 
vador transcripcionai de levaduras previamente conocido, denominacjo GcnSp, 
que estimula la transcripción en asociación eon diversos activadores transcripcio¬ 
naies especificos de secuenda. Mas experimentos demostraron que la propia 
Gcn5p posee actividad histona acetiltransferasa, sugiriendo que la activación 
transcripcionai resufta directamente de la acetilación de histonas. Estos resulfa- 
dos se han extendido mediante demostraciones de que las histona acetiltransfe¬ 
rasas tambien se asocian eon un numero de coactivadores transcripcionaies en 
mamiferos, ademas de eon el factor de transcripción generał TF1ID. Por el contra- 
rio, muchos correpresores transcripcionaies tanto en levaduras como en celu las 
de manmfero funcionan como histona deacetilasas, y retiran los grupos acetilo de 
las colas de las histonas. La acetilación de histonas es por tanto, dirigida directa¬ 
mente por activadores y represores transcripcionaies, lo que indica que juega 
un papef clave en la regulación de la expresión genica eucariótica. 

Las histonas no solo se modifican por acetilación, sino tambien por fosforila¬ 
ción de residuos de serlna, metilación de residuos de lisina y arginina, y adicion 
de ubiquitina (un pequeno peptido estudiado en el Capitulo 7) a residuos de 
lisina. Al igual que la acetilación, estas modificaciones ocurren en residuos ami¬ 
noacidicos especificos de las colas de histonas y se asocian eon cambios en la 
actividad transcripcionai (Figura 6.33). Ademas de afectar a la estructura de la 
cromatina, se ha propuesto que modificaciones especificas de las histonas 
afectan a la expresión genica proporcionando silios de unión para otras protei¬ 
nas reguladoras transcripcionaies. De aeuerdo eon esta hipótesis, combinacio- 
nes de modificaciones especificas de las histonas constituyen un «código de 
histonas» que reguia ta expresión genica reclutando otras proteinas regulado¬ 
ras al molde de cromatina. Por ejemplo, la cromatina transcripcionalmente ac- 
tiva se asocia eon varias modificaciones especificas de la histona H3, incluyen- 
do ta metilación de la lisina-4, fosforilación de ta serina-10 y acetilación de la 
lisina-9 y la lisina-14. Por el contrario, la metilación de la lisina-9 se asocia eon 
la represión, y la enzima que cataliza la metilación de H3 lisina-9 es reclutada a los 
genes diana por fos correpresores, Los residuos H3 lisina-9 ademas funcionan 
como sitios de unión para proteinas que inducen la condensación cromatinica, 
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vincu lando di recta menie esta modificación histónica eon la repre- 
sión transcripcionaL 

Resulta notable que estas modificaciones de las colas históni- 
cas se regulan unas a otras, dando lugar al establecimiento de pa- 
trones claros de modificación de histonas que se correlacionan eon 
la actividad transcripcionaL Por ejemplo, la fosforilación de H3 seri- 
na-10 estimula la acetilación de fisina-14, pero inhibe la metilación 
de lisina-9, estableciendo un patron de modificación de H3 que es 
caracteristico de !a cromatina transcripcionalmenteactiva. La meti¬ 
lación de la lisina-4 tambien inhibe la metilación de la lisina-9 y vice- 
versa, lo que resulta coherente eon !os efectos opuestos de la metila¬ 
ción de estos dos residuos de llsina sobre la activación transcripcional 
frente a la represion, La interrelación entre modificaciones de los 
distintos residuos resulta pues en patrones de modificación de his¬ 
tonas que puede proporcionar un código regulador estable para la 
actividad transcripcional de la cromatina. 

A diferencia de las enzimas que regulan la estructura cromatinica modifican- 
do las histonas, los factores remodeladores del nucleosoma son complejos 
proteicos que alteran la organización o estructura de los nucleosomas, sin reti- 
rar ni modificar covalentemente a Sas histonas (Fig. 6.34). Un mecanismo por el 
que actuan los factores remodeladores del nucleosoma es catalizando el desli- 
zamiento de los octameros de histonas sobre la molecula de ADN, reposicio- 
nando asi a los nucleosomas para modificar la accesibilidad de secuencias es- 
pecificas de ADN para los factores de transcripción. Por otro lado, los factores 
remodeladores del nucleosoma pueden actuar induciendo cambios en la con- 
formación de los nucleosomas, afectando de nuevo a la capacidad de secuen¬ 
cias especificas de ADN de interaedonar eon proteinas reguladoras transcrip- 
cionales, Al igual que las enzimas modificadoras de enzimas, los factores 
remodeladores pueden ser reclutados al ADN en asociación eon activadores o 
represores de la transcripción, y pueden alterar la disposición de los nucleoso- 
mas para estimular o inhibir la transcripción. 

El reclutamiento de enzimas modificadoras de histonas y factores remodela- 
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Figura 6,34 

Factores de remodelación de los nu¬ 
cleosomas, Los factores de remodeta- 
ción de nucleosomas faciłitan la unión de 
factores de transcripción a la cromatina 
mediante la recclocación de los nucleoso¬ 
mas en el ADN 


dores del nucleosoma por los activadores transcripcionales estimula la inicia- 
ción de la transcripción alterando la estructura cromatinica de las regiones en- 
hancer y promotoras. Sin embargo, tras la iniciación de la transcripción, la ARN 
polimerasa sigue enfrentandose al problema de la elongación transcripcional a 
traves del molde de cromatina. Guizas sorprendentemente, e! empaguetamien- 
to del ADN en nucleosomas no presenta una barrera impenetrable para la ARN 
polimerasa, que es capaz de transcribir a traves de un nucleo nucleosómico 
rompiendo los contactos histona-ADN. La capacidad de la ARN polimerasa de 
transcribir moldes de cromatina esta faciiitada por la asociación de las proteinas 
HMGN eon los nucleosomas de los genes activamente transentos, ademas de 
por los factores de elongación que se asocian eon el dominio C-terminal fosfo- 
rilado de la ARN polimerasa li cuando se inicia la transcripción (vease 
Fig,6,14) r Estos factores de elongación reclutan histona acetiltransferasas, 
ademas de actuar directamente para romper la estructura del nucleosoma du- 
rante la transcripción. 


Regulación de la transcripción par ARNs no codificantes 

Una serie de avances recientes indica que la expresión genica puede estar re- 
gulada no solo por las proteinas reguladoras transcripcionales de las que se ha 
hablado hasta el memento, sino tambien por moleculas de ARN reguladoras no 
codificantes, Un modo de acción de los ARNs reguladores no codificantes es 
inhibir la traducción por interferencja de ARN, un fenomena en el que los ARNs 
cortos de dobie hebra inducen la degradación de un ARNm homólogo (vease 
Fig. 3.41)* Adlcionalmente, los ARNs no codificantes parecen jugar papeles im- 
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Figura 6.35 

1nactivación del cromosoma X. EJ cro- 
m oso ma X nactivo (azul) esta citbierto 
por A RN Xist (rojo). (De B. Panning y R. 
Jaenisch, 1998, Celi 93:305.) 


Citosina 



portantes en la represión de la transcripción en afgunos loci cromosómicos 
induciendo modificaciones en las histonas que dan lugar a la condensación 
cromattnica y a la formación de heterocromatina, Aunque queda mucho 
por conocer acerca de su mecanismo de aceton, los ARNs no codificantes 
claramente juegan papeles importantes en la regulación de fa estructura 
cromatinica y la función de las celulas eucarióticas. 

El fenómeno de la inactivación del cromosoma X proporciona un 
ejemplo del papel de un ARN no codificante en la regulación de la expre- 
sión genica en mamiferos. En muchos animales, incluido el hombre, las 
hembras poseen dos cromosomas X, y los machos poseen un cromosoma 
X y uno Y. El cromosoma X contiene dentos de genes que no estan pre- 
sentes en el mucho menor cromosoma Y (ver Fig. 4.29), Asl las hembras 
tienen el dobie de copias de ia mayoria de los genes del cromosoma X que los 
machos. A pesar de esta diferencia, las celulas fementnas y masculinas contie- 
nen cantidades equivalentes de las proteinas codificadas por genes del cromo¬ 
soma X. Esto resulta de un mecanismo de compensación de la dosis T en el que 
la mayoria de los genes de uno de los dos cromosomas X en las celulas femeni- 
nas se encuentran inactivados tras ser convertidos en heterocromatina en un 
estadio temprano del desarrolfo. En consecuencia, solo una copia de la mayoria 
de los genes localizados sobre el cromosoma X esta disponible para la trans¬ 
cripción. tanto en celulas femeninas como masculinas. 

Aunque el mecanismo de inactivación de! cromosoma X todavia no se co ru¬ 
pie nde por completo, el elemento clave parece ser un ARN no codificante trans- 
crito a partir de un gen regulador, denominado Kisł, en el cromosoma X inactivo. 
El ARN Xist permanece localizado en el X inactivo, uniendose y cubriendo este 
cromosoma (Fig, 6.35). Ademas, el ARN Xist reduta a las proteinas regulado- 
ras que reprimen la transcripción de la mayona de los genes sobre ef X inactivo. 
A pesar de que estas proteinas estan por identificar, resulta claro que un efecto 
Principal del ARN Xist es la inducción de la metilaeión de la lisina-9 de H3, 
dando lugar a fa condensación cromatinica y conyerstón del X inactivo en hete¬ 
rocromatina. 

Recientemente se ha demostrado que los ARNs no codificantes juegan un 
papel clave en el silenciamientotranscripcional y formación de heterocromatina 
en los centrom eros de 3 a levadura de fisión Schizosaccharomyces pombe. En 
este caso, ARNs homólogos a las secuencias centromehcas repetidas de ADN 
actuan para reprimir la transcripción e inducir la formación de heterocromatina 
en el eentrómero, Curiosamente, la acclón de los ARNs reguladores centrome- 
ricos en S, pombe requiere su conversión en moleculas pequehas de ARN de 
dobie hebra por parte de ta maqumaria celular responsable de generar peque- 
ńos ARN de interferencia que bloquean la expresión genica que hacen diana en 
los ARNm e inducen su degradación. 

Metilaeión del ADN 


5-metilcftosina 


Metilaeión 



Figura 6.36 

Metilaeión del AON. Se ańade un grupo 
metilo al carbono en posición 5 de los re- 
siduos de citosina del ADN. 


La metilaeión del ADN es otro mecanismo generał de contro! de la transcripción 
en vertebrados relacionado eon la estructura de la cromatina. Los residuos de 
citosina del ADN de los vertebrados pueden ser modificado por la adición de un 
grupo metilo en e! carbono 5 (Fig. 6.36). El ADN se metila espectficamente en en 
residuos de C que preceden a los residuos de G en la cadena de ADN (dinucleóti- 
dos CpG). Esta metilaeión se correlaciona eon baja actividad transcripcional en 
los genes que poseen muchos dinucleótidos CpG en la vecindad de sus promoto- 
res. La metilaeión inhibe la transcripción de estos genes por medio de la acción 
de una proteina, la MeCP2, que se une de forma especifica al ADN metilado y 
reprime la transcripión. Es interesante reseńar que ia MeCP2 forma un comptejo 
eon la desacetilasa de histonas, reiacionando la metilaeión del ADN eon las alte- 
raciones en la acetilación de las histonas y la estructura de los nucleosomas. 

Pese a que la metilaeión del ADN es capaz de inhibir la transcripción, gene- 
ralmente parece que sólo los genes que ya estan repdmidos se mutilan. En 
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lugar de ser la causa primaria de inactivación transcripcional. la metilación del 
ADN puede funcionar principalmente para esiabilizar y mantener la inactivación 
genica durante el desarrollo. Por ejemplo, los genes presentes en el cromoso- 
rna X inactivo se mutiian despues de la represión transcripcional por el ARN Xist 
y la metilación de la lisina-9 de la histona H3, que puede servir para dirigir a las 
enzimas responsables de inducir la metilación del ADN a genes inactivos. En 
las plantas, tambien se ha sugerido que los ARNs no codificantes dirigen la 
metilación del ADN de genes reprimidos. 

Un papel regulador importante de la metilación del ADN se ha establecido 
en el fenómeno conocido como impresión o imprinting genómico que contro- 
ia la expresión de algunos genes implicados en el desarrollo embrionario de 
mamiferos. En la mayoria de los casos, tanto los alelos maternos como los 
paternos de un gen estan expresados en las celulas diploides. Sin embargo, 
existen algunos genes impresos (mas de dos docenas han sido descritos en 
ratones y en el hombre) cuya expresión depende de si se heredan de la mądre o 
del padre. En algunos casos, solo es expresado el alelo parental de un gen 
impreso, y el alelo materno es transcripcionalmente inactivo, En otros genes 
impresos, el alelo materno es expresado y el alelo paterno es inactivo. 

La metilación del ADN parece jugar un papel clave en la diferenciación entre 
alelos paternos y maternos de los genes impresos. Un buen ejemplo es el gen 
H19, que se transcribe solo a partir de la copia materna (Fig. 6.37). El gen H19 
es metilado especificamente durante el desarrollo de celulas germinales mas- 
culinas, pero no en las femeninas. La unión del esperma y del óvulo en la fertili- 
zación, genera, por lo tanto, un embrion que contiene un alelo paterno metilado 
y un alelo materno sin metilar. Estas diferencias en la metilación se mantienen 
tras la replicación del ADN. por una enzima que especificamente metila secuen- 
cias CpG de una hebra hija que se encuentra unida por enlaces de hidrógeno a 
una hebra parental metilada (Fig. 6.38). Asi, el alelo H19 paterno permanece 
metilado y transcripcionalmente inactivo en las celulas embrionarias y en los 
tejidos somaticos. Sin embargo, el alelo HI9 paterno pierde la metilación en la 
linea germinal, permitiendo que se establezca un nuevo patron de metilación 
para su transmisión a la siguiente generación. 


Maduración y renovación del ARN 

Aunque la transcripción es el primer y mas regulado paso en la expresión geni¬ 
ca, es sólo el principio de una serie de procesos regueridos para producir un 
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Figura 6.37 

Impresión genómica, El gen H19 es 

metilado de forma especifica durante ei 
desarrollo de Jas celulas germinales mas- 
cufinas. Por este motivo Jos espermatozoi- 
des contienen un alelo H19 metifado y los 
óvuios u no no metilado, Con la fecunda- 
ción el alelo metilado paterno permanece 
inactivo transcripcionalmente, y sólo se 
expresa en el embrion el alelo materno no 
metilado. 


Figura 6 38 

Mantenimiento de los modelos o patro- 
nes de metilación. En el ADN parental, 
ambas hetoras se encuentran metifadas 
en las secuencias complementarias CpG. 
Despues de la replicación, sólo la hebra 
parental de cada molecula hija se encuen¬ 
tra metilada Las hebras hijas de nueva 
sintesis se metilan a continuación me- 
diante una enzima que reconoce especifi¬ 
camente las secuencias CpG opuestas al 
sitio de metilación. 
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ARN funcional. La mayor parte del ARN de nueva sintesis ha de ser modificado 
de varias formas para convertirse en su forma funcional. Los ARNm bacterianos 
son una excepción: como fue expuesto al inicio de este capituio, se utilizan 
mientras estan siendo transcritos como moldes para la sintesis de proteinas. 
Sin embargos los transcritos primarios de los ARNr y ARNt han de pasar por 
una serie de pasos de maduración tanto en procariotas como en eucariotas. Los 
transcritos primarios de los ARNm eucarióticos son sometidos a grandes modi- 
ficaciones, incluyendo la eliminación de intrones por corte y empalmado, antes 
de ser transportados desde el nucleo al citoplasma para servir de moldes en la 
sintesis de proteinas. La regulación de estos pasos de maduración proporciona 
un nive! adicional de control de la expresión genica, al igual que la regulación de 
ia tasa de degradación de los ARNm. 

Maduración de los ARNs ribosómicos y de transferencia 

Como era de esperar dado su papel crucial en la sintesis de proteinas, ei proce- 
samiento o maduración basicos de los ARNs ribosómicos y de transferencia es 
similar en procariotas y eucariotas. Los eucariotas poseen cuatro tipos de ARN 
ribosómico (vease Tabla 6.1), tres de los cuales (los ARNrs 28S, 18S y 5,8S) 
proceden del corte de un transcrito precursor unico de gran tamańo, denominado 
pre-ARNr (Fig. 6.39). Los procariotas poseen tres ARNs ribosómicos (23S, 16S y 
5S), que son equivalentes a los ARNr 28S, 18S y 5,8S de las celulas eucarióticas 
y son tambien obtenidos a partir de un pre-ARNr unico. El unico ARNr que 
no es apenas procesado es el ARNr 5S en eucariotas, que se transcribe a partir 
de un gen distinto. 

Los pre-ARNr procarióticos y eucarióticos son madurados en varios pasos. 
El corte inicial del pre-ARNr bacteriano produce precursores separados para los 
tres ARNr; estos continuan su maduración por medio de escisiones secundarias 
hasta obtener sus productos finales. En las celulas eucarióticas el pre-ARNr sufre 
inicialmente un corte en un sitio adyacente al ARNr 5,8S en su extremo 5', dando 
dos precursores que contienen el ARNr 18S y los ARNrs 28S y 5,8S, respectiva- 
mente. Escisiones posteriores dan lugar a los productos finales, tras lo que el 
ARNr 5.8S se une por medio de puentes de hidrógeno a la molecula 28S. Ade- 
mas de los procesos de corte, en la maduración del ARNr tiene lugar la adición de 
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Figura 6.39 

Maduración def ARN ribosómico. Las 

celulas procarióticas contienen tres ARNr 
(I6S, 23S y 5S) formados por el corte de 
un transcrito pre-ARNr Las celulas euca¬ 
rióticas (p, ej., fas celulas humanas) con¬ 
tienen cuatro ARNr. Uno de ellos (el ARNr 
5S) se transcribe de un gen diferente; los 
otros tres (18S, 28S y 5 : 8S) derivan de un 
pre-ARNr comun, Despues del corte f el 
ARNr 5.8S (que es exclusivo de eucario¬ 
tas) se une al ARNr 28S mediante puen¬ 
tes de hidrógeno. 
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grupos metilo a las bases y residuos de azucares de nucleótidos especificos. La 
maduración del ARNr tiene lugar en el interior del nucleolo de las celulas eucarióti- 
cas, y se estudiara en detalle en el Capituio 8. 

De igual forma que los ARNr. tanto los ARNt bacterianos como los eucarioti- 
cos son sintetizados como moleculas precursoras de gran tamańo (pre-ARNt), 
alguna de las cuales contiene las secuencias de varios ARNt individuales (Fig. 
6.38). En bacterias algunos ARNt proceden de los transcritos pre-ARNr. El pro- 
cesamiento del extremo 5'de los pre-ARNt se realiza por escislón por una enzt- 
ma denominada ARNasa P. que es especialmente interesante porque es un 
prototipo de reacción catalizada por una enzima compuesta por ARN. La ARNa¬ 
sa P contiene ARN y moleculas proteinicas siendo ambos componentes nece- 
sarios paraalcanzarel nivel de actividad maximo. En 1983 Sidney Altman y sus 
colaboradores demostraron que el componente ARN aislado de la ARNasa P es 
capaz por si mismo de catalizar el corte de pre-ARNt. En estos experimentos se 
estableció que la ARNasa P es una ribozima —una enzima en la cual el com¬ 
ponente catalitico esta formado por ARN en vez de por proteinas. 

El extremo 3’ de los ARNt se forma por la acción de una ARNasa proteinica 
convencional, pero el procesamiento de este extremo de la molecula de ARN 
induye tambien una actividad inusual: la adición de una secuencia terminal 
CCA. Todos los ARNt poseen la secuencia CCA en su extremo 3'. Esta secuen¬ 
cia es el sitio de unión de aminoacidos, por lo que es necesaria para el funciona- 
miento del ARNt durante la sintesis de proteinas. El CCA terminal esta codifica- 
do en el ADN de algunos genes de ARNt. pero en otros no lo esta y es ańadido 
como un paso mas en la maduración del ARNt por una enzima que reconoce y 
anade el CCA a los ARNt que carecen de esta secuencia. 

Otro aspecto inusual de la maduración del ARNt es la amplia modificación 
que sufren las bases que forman las moleculas de ARNt. Aproximadamente el 


Figura 6.40 

Maduración del ARN de transferencia. (A) Los ARNs de transferencia derivan de pre- 
ARNt, algunos de los cuales contienen varias molśculas independtentes de ARNt. El corte 
en el extremo 5' del ARNt es catalizado por la ribozima ARNasa P; el corte en el extremo 
3' es catalizado por una proteina RNAasa corwencional. Posteriormente se anade una 
terminación CCA al extremo 3' de muchos ARNAt en una fasę de maduración postrans- 
cripcional. Por ultimo, se modifican algunas bases en determinadas posiciones dentro de 
la molecula de ARNt. En este ejemplo, los nucleósidos modificados son la dihidroundina 
(DHU), la metilguanosina (mG), inosina (l) t ribotimidlna (T) y pseudouridina (^). (B) Es- 
tructura de las bases modificadas. La ribotlmldina, dihidroundina y pseudouridina se for¬ 
man por modificación de las uridinas del ARNt. La inosina y la metilguanosina se forman 
por la modificación de guanosinas 
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Union 

5-5' 


S’ 


10% de las bases es alterada para dar una serie de nucleótidos modificados en 
posiciones especificas de las moleculas de ARNt (vease la Fig. 6,40). La fun- 
eión de la mayoria de estas bases modificadas se desconoce, pero algunas 
desempeńan un importante papel en la smtesis proteinica alterando las propie- 
dades de apareamiento de bases de la molecula de ARNt (vease Cap. 7). 

Algunos pre-ARNt, de igual forma que los pre-ARNr de determinados orga- 
nismos, contienen intrones que son eltminados porcortey empalme (o spficing). 
A diferencia de otras reacciones de corte y empalme, que (como se vera en Ja 
proxima sección) implican la actividad de ARNs cataliticos, el spficing de los 
ARNt esta mediado por enzimas proteicas convencionales. Una endonucleasa 
escinde el pre-ARNt en los puntos de corte para escindir el intrón, seguido de la 
unión de los exones para formar una molecula de ARNt madura. 

Maduración del ARNm en eucariotas 

A diferencia de lo que ocurre eon la maduración de los ARNs ribosómico y de 
transferencia, la maduración del ARN mensajero presenta importantes diferen- 
cias entre celutas procarióticas y eucarióticas. En las bacterias los ribosomas 
tienen un acceso inmediato al ARNm y la traducción comienza en el ARNm 
naciente mientras esta tadavia en marcha la transcripción. En eucariotas el 
ARNm sintetizado en ei nucleo ha de ser transportado al citoplasma antes de 
ser usado como molde en la smtesis de proteinas. Ademas los productos inicia~ 
tes de la transcricpión eucariótica (pre-ARNms) son ampliamente modificados 
antes de sallr del nucleo. El procesamiento o maduración del pre-ARNm incluye 
la modificación de ambos extremos de la molecula, asi como la elimrnación de 
los intrones de su interior (Fig. 6.41). En lugar de tener lugar como sucesos 
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Figura 6.41 

Maduración del ARN mensajero eucariótico. La maduración del RNAm incluye la 
modificación del extremo 5 medianie la adlción de un casguete o “cap» de 7-metilgua- 
nosina (m 7 G), la modificación del extremo 3 medianie poliadenilación, y la retirada de 
intrones medianie corte y empalme. El cap en 5 se forma por adición de un GIR en 
sentido inverso al extremo 5' del ARNm. medianie una unión 5-5'. La G ańadida se 
metila posteriormente en posición M-7, y se anaden grupos metilo a las ribosas del 
primero o los dos primeros nucleótidos del ARNm 
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independientes despues de la sfntesis del pre-ARNm, estas reacciones de ma¬ 
duración estan acopladas a la transcripción, de modo que la sintesis del ARNm 
y la maduración constituyen pasos estrechamente coordinados en la expresión 
genica. El dominio C-terminal (CTD) de la ARN polimerasa II juega un papel 
dave en la coordinación de estos procesos, sin/iendo como sitio de unión para 
los complejos enzimaticos implicados en la maduración del ARNm. La asocia- 
don de estas enzimas de maduración eon el CTD de la polimerasa II es respon- 
sable de su especificidad en el procesamiento de ARNm; las polimerasas I y II 
carecen de CTD, de modo que sus productos no son procesados por los mis- 
mos complejos enzimaticos. 

El primer paso en la maduración del ARNm es la modificación del extremo 5' 
del transcrito mediante la adición de una estructura denominada caperuza o 
cap de 7-metilguanosina, Las enzimas responsables de la formación de esta 
caperuza son reclutadas al CTD fosforilado siguiendo la iniciación de la trans- 
cripción, y la caperuza es ańadida tras la transcripción de los primeros 20-30 
nucleótidos de ARN. La formación de la caperuza es iniciada por la adición de 
una molecula de GTP en orientación inversa al nucleótido 5 1 terminal del ARN. 
A continuación se ańaden grupos metilo a este residuo de G y a las formas de 
ribosa de uno o dos nucleótidos 5’ de la cadena de ARN. La caperuza en 5 1 
estabiliza el ARN, ademas de alinear los ARNm eucarióticos sobre el ribosoma 
durante la traducción (Capftulo 7). 

El extremo 3 de la mayorfa de los ARNm eucarióticos se forma no por la 
terminaeión de la transcripción, sino por el corte del transcrito primario y la adi¬ 
ción de una cola de poli-A —una reacción de la maduración denominada po- 
liadenilación (Fig. 6.42)—. Las seńales para la poliadentlación inciuyen diver- 
sas secuencias. La mas conservada de todas elias en celulas animales es el 
hexanuc!eótido AA U A AA, que se localiza de 10 a 30 nucleótidos corriente arriba 
del sitio de poNadenilación. Ot ras secuencias menos conservadas que contribu- 
yen a la seńalización de la poNadenilación se eneuentran tanto corriente arriba 
como corriente abajo de AAUAAA. Estas secuencias son reconocidas por un 
grupo de proteinas, que inciuyen una endonucleasa que corta la cadena de 
ARN y una poli-A polimerasa que ańade una cola de unos 200 nucleótidos al 
transcrito de ARN. Estas enzimas procesadoras estan asociadas eon el CTD 
fosforilado de la ARN polimerasa II, y pueden viajar eon la polimerasa desde el 
punto de iniciación. La escisión y poliadenilación seńaliza la finalización de la 
transcripción. que habitualmente ocurre varios cientos de nucleótidos corriente 
abajo del sitio de adición de la cola de poli-A, 

La mayoria de los ARNm eucarióticos esta poliadenilada, y se sabe que las 
colas de poli-A regulan la traducción y la estabilidad del ARNm. La poliadenila¬ 
ción tiene tambien un importante papel regulador en fases iniciales del desarro- 
llo t donde cambios en la longitud de las colas de poli-A controlan la traducción 
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Figura 6.42 

Formación del extremo 3 del ARNm 
eucariótico. Las seńales de poliadeni¬ 
lación en celulas de mamfferos consis- 
ten en un hexanucleótido AAUAAA ańa- 
dido a elementos corriente arriba y abajo 
(ricos en G-U). Una endonucleasa corta 
el pre-ARNm a unos 10 a 30 nucleótidos 
corriente abajo del AAUAAA, habitual¬ 
mente en una secuencia CA. Poste nor- 
mente la polimerasa poli-A anade al ex- 
tremo 3' del ARNm la cola de poli-A, que 
esta tornada por unos 200 residuos 
de A. 
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Figura SA3 

Corte y empalme in vitro. Se procede a 
la donación de un gen que contiene un in- 
trón y es& situado corriente abajo de un 
promotor (P) f el cual es reconocido por la 
RNA polimerasa de un baeteriófago. El 
plasmido es digerido eon una enzima de 
restriccion que realiza un corte en el extre- 
mo 3 f deJ gen insertado para conseguir una 
mofecula de ADN lineaL Este AON se trans- 
cribe in vitro eon la polimerasa del bactertó- 
fago, obteniśndose un pre-ARNm. Las 
reacciones de corte y empalme pueden ser 
estudiadas anadiendo in vitro este pre- 
ARNm a extractos nucleares de celulas de 
mamiferos. 
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de! ARNm. Por ejemplo, muchos ARNm estan almacenados en óvulos no fertili- 
zados en una forma no traducida eon colas cortas de poli-A (habitualmente de 
30 a 50 nucleótidos de longitud). La fertilización estimula el alargamiento de las 
colas de poli-A de los ARNm almacenados, lo cual a su vez activa su traducción 
y la smtesis de las proteinas necesarias para el desarrollo embnonario. 

La modificación mas llamativa de los pre-ARNm es la eliminación de intro- 
nes por el procedimiento de corte y empalme o splicing. Como fue expuesto en 
el Capftulo 4, las secuencias codlficantes de la mayona de los genes eucarióticos 
estan interrumprdas por secuencias no codificantes (intrones) que son escindidas 
de forma precisa del ARNm maduro. La mayor parte de los genes contienen 
muftipies intrones, que habitualmente suponen hasta el 90% del total de las se¬ 
cuencias de que consta el pre-ARN. El deseubrimiento inesperado de los intrones 
en 1977 generó un activo esfuerzo investtgador dirigido a la compresión de los 
mecanismos de corte y empalme, que se suponia deberian ser aftamente especifi- 
cos para producir ARNms funcionales. Estudios posteriores de fos fenomenos de 
corte y empalme no solo han ilustrado nuevos mecanismos de regulación genica, 
sino que tambien han revefado la actividad catalitica de ciertas moleculas de ARN, 


Mecanismos de corte y empalme o splicing 

La dave para entender los mecanismos de corte y empalme fue el desarrollo de 
sistemas in vitro que llevaran a cabo de forma eficiente la reacción (Fig. 6.41). 
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Figura 6A4 

Corte y empalme del pre-ARNm. El proceso de corte y empalme se ileva a cabo en dos 
pasos. El primer paso consiste en una esdsión en el sitio de corte 5 f (SS) y la uniórt del 
extremo 5 del intrón eon una A contenida en et intrón (punto de ramificación}. Con esta 
reacción se consigue un intermediario en forma de lazo, dentro del cual el intrón forma un 
bucie. Ei segundo paso es la esdsión en ef sitio de corte 3' y el empalmado simultaneo de 
los exones f obteniendose por escisión del intrón como una estructura en forma de lazo. 


Los pre-ARNm fueron sintetizados in vitro por medio de la ctonación de genes 
estructurafes (con sus intrones) adyacentes a promotores de la ARN polimera- 
sa de un bacteriófago en vectores plasrmdicos, que pueden ser obtenidos en 
grandes cantidades. La transcripción de estos plasmidos fue utilizada para ob- 
tener un gran numero de pre-ARNm que tras ser anadtdos a extractos nuciea- 
res de celulas animales fueron cortados y empaimados de forma correcta. El 
uso de dichos sistemas in vitro ha permitido, como en et caso de la transcrip- 
dón, anatizar los fenómenos de corte y empalme con mucho mayor detalle de lo 
que hubiera sido posible utilizando celulas intactas. 

El analisis de los productos de ta reacción y de los intermediarios formados 
In vitro reveló que el corte y empalmado del pre-ARNm tiene lugar en dos eta- 
pas (Fig, 6.44). En primer lugar el pre-ARNm es cortado en el sitio de corte y 
empalme 5', y el extremo 5' det intrón se une a un nucleótido de adenina del 
intrón (cerca de su extremo 3'}. En este paso se forma un vinculo inusual entre 
el extremo 5 del intrón y el grupo hidroxito 2 de la adenina, El intermediario 
resultante es una estructura en lazo T en la que el intrón forma un bucie. El se¬ 
gundo paso tiene lugar con el corte en 3 y la unión simultanea de los dos exo- 
nes* El intrón es escindido como una estructura en forma de lazo que es poste- 
riormente degradada en el nucleo de las celulas intactas, 

Estas reacciones definen tres secuencias criticas en los ARNm: la secuen- 
cia en el sitio de corte 5\ la secuencia en et sitio de corte 3 y las secuencias en 
el punto o sitio de ramificación (el punto en et que se une e! extremo 5 del intrón 
para formar la estructura en forma de lazo) (vease Fig, 6.44), Los pre-ARNm 
contaenen secuencias consenso similares en cada una de estas tres posiciones, 
permitiendo al complejo de corte y empalme reconocer a los pre-ARNm y l!evar 
a cabo las reacciones de corte y unión impticadas en el proceso. 

El analisis bioquimico de extractos nucleares ha revelado que el spficing 
tiene lugar en grandes complejos, denominados espliceosomas. compuestos 
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Descubrimiento del RNPsn 


Los anticuerpos frente a ARNs pequeńos nucleares que forman complejos 
eon proteinas son producidos por pacientes eon lupus eritematoso 
sistemico 

Micftael R, Lerner y Joan A, Steitz 
Yale University, New Haven, Connecticut 

Proc&edings ot the National Academy of Sciences, USA i, 1979, Vołumen 76, pags 5495-5499 


Contexto 

El descubrimiento de ios intrones en 
1977 implicaba que una reacción de 
maduración totafmente novedosa 
era requeńda para producir ARNm 
en las cefulas eucarióticas. Los 
intrones debian ser esetndidos eon 
precisión del pre-ARNm, seguido de 
la unión de los exones para dar 
lugar a una molecula de ARNm 
madura. Dada la naturaleza 
inesperada del spticingćel ARNm, 
comprender el mecanismo de la 
reacción de corte y empalme 
cautivó la atención de muchos 
biólogos moleculares. Uno de los 
Principal es pasos en la efucidación 
de este mecanismo fue el 
descubrimiento de fos RNPsn y su 
implicación en eJ spfidng del 
pre-ARNm. 

Los ARNs pepueńos nucleares 
fueron identificados por primera vez 
en las cćlulas eucarióticas a finales 
de los anos 60. Sin embargo, la 
función de los ARNsn permanecia 
desconocida, En este trabajo de 
1979, Michaef Lerner y Joan Steitz 
demostraron que los ARNsn mas 
abundantes estaban presentes 
formando complejos ARN-protema 
denominados RNPsn. Ademas, 
proporcionaron la primera 
sugerencia de que estos complejos 
ARN-protema podrfan fundonar en 
el spficing del pre-ARNm. Esta 
identificación de RNPsn llevó a una 
yariedad de expenmentos que 
confirmaron sus papeles y 
elucidaron el mecanismo por el que 
tiene lugar el splicingdel pre-ARNm, 

Experimentos 

La identificación de los RNPsn se 
basó en el uso de antisuero de 
pacientes eon iupus erilematoso 
sistemico, una enfermedad 


autoinmune en la que los pacientes 
producen anticuerpos frente a 
constituyentes celulares normales. 
Muchos de los anticuerpos producidos 
por pacientes de lupus eritematoso 
sistemico estan dirigidos frente a 
componentes del nucleo, incluyendo 
ADN, ARN e histonas. El 
descubrimiento de las RNPsn surgió de 
estudios en los que Lerner y Steitz 
trataron de caracterizar dos antfgenos, 
denominados ribonucleoproteina 
(RNP) y Sm, que eran reconocidos por 
anticuerpos de pacientes eon lupus 
eritematoso sistemico. Datos indirectos 
sugirieron que RNP consistia tanto de 
proteina como de ARN, como su 
nombre indica, pero ni RNP ni Sm 




U2 

Ulb 

Ula 


: •• 


U4 » 

us m 

U6 m ^ 

Inmunopreripitación de ARNsn eon antisuero de 
pacientes eon lupus eritematoso sistemico Carnl 1, 
anti-Sm: carnl 2, suero controi normal: carnl 3. antisuero 
que reconoce principalmenle et antigeno RNP; carril 4, 
anti-RNP. Existe un ARN no especffico denominado X 
en todos los Ińmunopredpitados, incluyendo el oontnol 



Joan St&iti 

habian sido caracterizados a ntvel 
molecular 

Para identificar los posibles 
componentes de ARN en los 
antigenos RNP y Sm. ARNs nucleares 
de celulas de ratón fueron marcadas 
eon 32 P e inmunoprecipitadas eon 
antisuero de diferentes pacientes de 
lupus eritematoso sistemico (vease 
Fig. 3.30), Se encontraron seis 
especies especificas de ARNsn que 
eran inmunoprecipitadas 
seiectivamente eon antisuero de 
diferentes pacientes, pero no por 
suero de un paciente control normal 
(ver figura), El suero anti-Sm 
inmunoprecipitó a los seis de estos 
ARNsn, que se designaron Ula, Ulb, 
U2 f U4, U5, y U6. Los ARNsn 
imnunoprecipitados fueron 
caracterizados medianfe el analisis de 
secuencias, que demostró que Ul a, 
Ul b y U2 eran identicos al ARNsn mas 
abundante previamente descrito en el 
nucleo mamifero, donde Ula y Ulb 
representan variantes de secuencia de 
una sola especie de ARNsn Ul 
presente en celulas humanas. Por ef 
contrario, los ARNsn U4, U5 y U6 
fueron identificados por primera vez por 
Lerner y Steitz en estos experimentos. 

La inmunoprecipitación de estos 
ARNsn demostró que eran 
componentes de complejos 
ARN-protema. Se habia demostrado 
previamenłe que el suero anti-Sm, que 
inmunoprecipitó los seis ARNsn 
estaba dirigido frente a un antigeno 
proteico. De forma similar, se sabla 
que la proteina era necesaria para el 
reconocimiento antigenico por parte 
del suero anti-RNP. Es mas, Lerner y 
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Descubrimiento del RNPsn (continuación) 


Steitz demostraron que ninguno de 
los ARNsn podfan ser 
[nmunoprecipitados si la proteina 
se eliminaba primero medianie una 
extracción del ARN eon fenol. Mas 
anślisis de las cefulas en las que se 
habfan marcado las proteinas eon 
^S-metiomna identificó a siete 
proteinas nucleares prominentes 
que fueron inmunoprecipitadas 
junto eon los ARNsn eon los sueros 
anti-Sm y anti-RMP. Asi, estos 
datos indicaban que cada uno de 
los seis ARNsn estaba presente en 
un complejo RNPsn eon protefnas 
nucleares espedficas. 

Impacto 

El descubrimiento de que los 
ARNsn eran componentes de las 
RNPsn que eran reconocidos por 
antisueros especificos abrió un 


nuevo enfoque para el estudio de la 
función del ARNsn. Lemer y Steitz 
indicaron que un posible papel 
«muy intriganle^ para los ARNsn 
podria ser en el spiicing de 
pre-ARNm, y sehalizaron que las 
secuendas próximas al extremo 5 r 
del ARNsn Ul eran 
complementarias a los puntos de 
corte y empaime, 

Steitz y sus colaboradores 
continuaron eon una serie de 
experimentos que estableció la 
implicación critica de las RNPsn en 
el spiicing. Estos estudios 
induyeron un anallsis de secuencia 
mas extenso que demostraba la 
complementariedad de las 
secuencias conservadas en 5 del 
ARNsn Ul a las secuencias 
consenso de sitios de corte y 
empaime en 5\ sugiriendo que Ul 


funcionaba en el reconocim lento 
del sitlo de corte y empaime en 5\ 
Adicionalmente, el antisuero frente 
a RNPsn se empleó para 
demostrar que Ul era necesaria 
para el spiicing de pre-ARNm tanio 
en nucleos aislados como en 
extractos de corte y empaime in 
vitro * Mas estudios han seguido 
para demostrar que los ARNsn por 
si mismos juegan papeles criticos 
no solo en la identificación de los 
sitios de corte y empaime, sino 
tambien como catafizadores de la 
reacción de spiicing. El 
descubrimiento inicial de que los 
ARNsn eran componentes de las 
RNPsn que podfan ser reconocidos 
por antisueros especificos abrió !a 
puerta a la comprensión del 
mecanismo de procesamiento del 
pre-ARNm, 


de protefnas y ARNs. Los ARNs que forman parte de los espliceosomas son 
cinco tipos de ARN nuclear de pequeńo łamano (ARNsn) denominados U1 t 
U2, U4 r U5 Y U6. Estos snARNs, que tienen un tamano de entre 50 y 200 
nucleótidos, forman un complejo eon entre seis y diez moleculas proteinicas 
para dar particulas pequeńas de rinonucleoproteinas nucleares (RNPsn), 
que tienen un papel central en el proceso de spiicing . Las snRNPs Ul f U2 y U5 
contienen cada una una molecula unica de ARNsn, mientras que las RNPsn U4 
y U6 estan unidas entre si' formando una unica RNPsn. 

El pritner paso en laformación del espliceosoma es la unión de la RNPsn Ul 
al sitio de corte 5 r del pre-ARNm (Fig. 6.45), Este reconocimiento de los sitios de 
corte 5 se realiza por medio del apareamiento de bases entre la secuencia del 
consenso del sitio de corte 5 y una secuencia eomplementaria en el extremo 5 
del ARNsn Ul (Fig. 6.46). Posteriormente la RNPsn U2 se une al punto de 
ramificación por apareamiento complementano de bases. Un complejo pretor- 
mado compuesto de las RNPsn U4/U6 y U5 se incorpora al espliceosoma, es- 
lando la U5 unida a secuencias cornente arriba del sitio de corte 5'. 

La reacción de corte y empaime se acompana de reordenamientos en los 
ARNsn. Antes del primer paso de ta reacción (la formación del infermediario eon 
estructura de lazo, vease Fig. 6.44) r la U6 se disociade la U4 y desplaza a la Ul 
en el sitio de corte 5', Entonces la U5 se une a determinadas secuencias dei sitio 
de corte 3\ lo cual se sigue del corte del intrón y del empaime de los exones. 

Los ARNsn no solo reconocen las secuencias consenso en los sitios de 
ramificación y los sitios de corte en los pre-ARNs, sino que tambien catalizan la 
reacción de corte y empaime de forma directa. La función catalitica del ARN en 
el spiicing se demostró eon el descubrimiento de que determinados ARNs eran 
capaces de autoempalmarse (seif-splicing), esto es, eran capaces de catalizar la 
eliminación de sus propos intrones en ausencia de otras proteinas o ARNs. La 
reacción de autoempalme fue descrita inicialmente por Tom Cech y sus colabora¬ 
dores en estudios del ARNt 28S del protozoo Tetrahymena. Este ARN contiene un 
intrón de aproximadamente 400 pares de bases que es eliminado de forma precisa 
tras ineubar el pre-ARN en ausencia de proteinas, Estudios posteriores han revela- 
do que el corte y empaime es catalizado por el intrón, que actua como una ribozima 
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Figura 6.45 

Ensamblaje del espliceosoma. El pri- 
mer paso en el ensamblaje del espliceo¬ 
soma es la untón del RNPsn Ul al sitio de 
corte 5' (SS), seguido de la unión del 
RNPsn U2 al punto de ramificación. A 
continuación se incorpora al espliceoso¬ 
ma un complejo preformado que contiene 
las RNPsn U4/U6 y U5. La U5 se une a 
secuencias corriente arriba del punto de 
corte 5 , y la U6 se separa de la U4 y des- 
plaza a ia Ul antes de formarse el inter- 
mediario eon estructura de Iazo. La U5 se 
une entonces al sitio de corte 3\ y poste- 
riomnente se corta el intrón y se empal- 
man los exones. 
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para dirigir su propia escisión de ia molecula de pre-ARN. El descubrimiento del 
autoempalmę en el ARNr de la Tetrahymena f junto eon los estudios acerca de la 
ARNasa P ya mencionados, han proporcionado la primera demostración de la acti- 
vtdad catalitica del ARN, 

Ensayos posteriores han demostrado fenómenos de autoempalme en mito- 
condrias, cloroplastos y bacterias. Los ARNs eon actividad autoempalmante se 





























Capituio 6 • Smtesis ymaduracióndelARN • 271 


5’ SS 


3' SS 
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dividen en clases segun su mecanismo de acción (Fig, 6.47). El primer paso en el 
corte y empalme de los intrones de tipo I (p. ej., el pre-ARN de la Tetrahymena) es 
la escisión en el sitio de corte 5 r mediado por un cofactor de guanosina. El extremo 
3' del exón liberado reacciona eon el sitio de corte 3' para escindir el intrón como un 
ARN lineaL Sin embargo, las reacciones de autoempalme de los intrones de tipo II 
(p. ej., algunos pre-ARNs mitocondriales) son muy similares ai corte y empalme 
nuclear del pre-ARNm, en el que la escisión del sitio de corte 5' se sigue de la 
formación de una estructura eon forma de lazo en el intrón, que luego es escindido. 


Figura 6.46 

Union del ARNsn Ul al sitio de corte 

5 . El extremo 5 del ARNsn Ul se une a 
las secuencias consenso de los sitios de 
corte 5 mediante el apareamiento com- 
piementario de bases. 


Figura 6.47 

Intrones autoempalmantes ( seif-spli- 
cing), Los intrones autoempalmantes de 
los grupos I y II se distinguen por sus me- 
canismos de actuaeión, En los intrones 
del grupo I, el primer paso es la escisión 
en el punto de corte 5 gracras a la reac- 
ción eon un cofactor de guanosina. El re- 
sultado es un intermediano lineaf que tle- 
ne una G ańadida al extremo 5 del intrón. 
En los intrones del grupo II (como en el 
corte y empalme del pre-ARNm) el primer 
paso es la escisión en el punto de corte 5 J 
por reacdón eon una A del interior del in¬ 
trón, dando lugar a un intermediario eon 
estructura de lazo. En ambos casos el se- 
gundo paso es la escisión del sitio de cor¬ 
te 3 y el simultaneo empalmado de los 
exones. 
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La similitud entre el corte y empalme del pre-ARNm mediado por espliceoso- 
mas y el autoempalme de los intrones de tipo II sugirtó que los componentes 
catalitieamente activos del espliceosoma son ARNs en vez de proteinas. Esla 
similitud sugirió en particular que el corte y empalme del pre-ARNm estaba catali- 
zado por los ARNsn del espliceosoma, lo cual se ha visto firmemente apoyado en 
posteriores ensayos; los ARNsn U2, U5 y U6 han sido identificados como los 
elementos catalfticos del espliceosoma. Por lo tanto, el corte y empalme del pre- 
ARNm esta considerada una reacción basada en el ARN, catalizada por ARNsn 
del espliceosoma que actuan de forma analoga a los intrones autoempalmantes 
de tipo ii. Sin embargo, en el interior de la celuia, los componentes proteicos de 
las RNPsn tambien son necesarios, y participan tanto en el ensamblaje del espli¬ 
ceosoma como en la reacción de corte y empalme, 

Un cierto numero de factores proteicos de splicing que no son componentes 
de las RNPsn, tambien juegan papeles criticos en el ensamblaje del espliceosoma, 
especialmente en la identificación de los sitios correctos de corte y empalme en los 
pre-ARNm {Fig, 6.48). Los pre-ARNm de mamfferos generalmente contienen mul- 
tiples exones cortos (una media de 150 nucleótidos en humanos) separados por 
intrones mucho mas largos (una media de 3.500 nucleótidos). Los intrones fre- 
cuentemente contienen muchas secuencias parecidas a los puntos de corte y em¬ 
palme, de modo que la maquinaria de splicing debe ser capaz de identificar las 
dianas 5' y 3' de corte y empalme apropiadas en los limites intrón/exón para producir 
una ARNm funcional. Los factores de corte y empalme sirven para dirigir al espliceo¬ 
soma a la diana de corte y empalme correcta, medianie la unión a secuencias espe- 
cificas de ARN en los exones, y reclutando a continuaclón las RNPsn Ul y U2 a los 
sitios apropiados del pre-ARNm, medianie interacciones proteina-proteina. Ademas. 
los factores de corte y empalme acoplan el splicing eon la transcripción medianie la 
asociación eon el CTD fosforilado de la ARN polimerasa II. Este and aj e de la maqui- 
narla de splicing eon la ARN polimerasa se cree que es importante para asegurar 
que los exones se unan en el orden correcto a medida que se sintetiza el pre-ARNm. 

Corte 1 / empalme altemativo 

El papel central de los mecanismos de corte y empalme en la maduración del pre- 
ARNm abre la posibilidad de reguiar la expresión genica por medio del control de la 
maquinaria celular que los lleva a cabo. Dado que muchos pre-ARNm contienen 
multiples intrones, pueden producirse distintos ARNm partiendo del mismo gen 
combinando los sitios de corte 5’ y 3'. La posibilidad de combinar los exones aporta 
un nuevo modo de controlar la expresión genica generando multiples ARNm (y por 
lo tanto multiples proteinas) a partir del mismo pre-ARNm. Este proceso, denomi- 
nado corte y empalme altemativo (o splicing alternativo) ocurre de forma habitual 
en los genes de eucariotas superiores. Por ejemplo. se estima que el corte y 
empalme alternativo puede resultar en la producción de tres o mas ARNm de un 
gen promediode mamffero, inerementando considerablemente la diversidad de 
proteinas que pueden codificarse por los 30.00-40.000 genes estimados de los 
genomas de mamiferos. Puesto que los patrones de corte y empalme alternati- 
vos pueden variar entre los distintos tejidos, el corte y empalme alternativo pro- 
porciona un importante mecanismo de regulación de la expresión genica eon 
especificidad tisular y del desarrollo. 


Figura 6.48 

Papel de los factores de corte y empal¬ 
me en el ensamblaje del espliceosoma. 

Los factores de corte y empalme (protei¬ 
nas SR) se unen a secuencias especiticas 
en los exones. Las proteinas SR reclutan 
la RNPsn Ul al sitio de corte 5’ y un factor 
de corte y empalme adicional (U2AF) al 
punto de corte 3 . A continuaclón U2AF re¬ 
duta a RNPsn U2 al punto de ramificación. 
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Un ejemplo bien estudiado del procesamiento alternativo especffico de teji- 
dos jo proporeiona la determinación del sexo en Drosophiia , donde el corte y 
empalme alternativo del mismo pre-ARNm determina si la mosca es macho o 
hembra {Fig. 6.49). El corte y empalme alternativo del pre-ARMm de un gen 
denominado transformador e sta controlado por una proteina (SXL) que solo se 
expresa en las moscas hembra. EJ pre-ARNm transformador posee tres exo- 
nes, pero un segundo exón distinto entre ambos sexos, se incorpora en el 
ARNm como resultado del oso de puntos de corte y empalme alternativos en 3\ 
En los machos, el exón 1 se une al punto de corte y empalme mas 3\ que se 
selecciona mediante la unión del factor de corte y empalme U2AF a secuencias 
del exón 2. En las hembras, Ja proteina SCL se une a este punto del exón 2, 
bloqueando la unión de U2AF. En consecuencia, el punto de corte y empalme 
mas 3' es ignorado en las hembras, y el exón 1 se une a un punto de corte y 
empalme 3' alternativo que se encuentra mas adelante. Las secuencias del 
exón 2 Incluidas en cl ARNm transformador contienen un codón de terminación 
de la traduccion, de modo que no $e produce ninguna proteina. Este codón de 
terminación no esta Incluido en el ARNm femenino, de modo que las moscas 
hembra expresan la proteina transformadora funcional, que actua como un re- 
gulador clave en la determinación del sexo. 

El corte y empalme alternativo del transformador ilustra la acción de un re- 
presor (la proteina SXL) que funciona bloqueando la unión de un factor de corte 
y empalme (U2AF). En otros casos, el corte y empalme alternativo esta contro¬ 
lado por activadores que reclutan factores de corte y empalme que actuan so- 
bre sitios que de otro modo no serian reconocidos. Asi, existen multiples meca- 
nismos que pueden regular el corte y empalme aiternativo, y las vanaciones en 
el corte y empalme alternativo constituyen una gran contribución a la diversidad 
de las protemas expresadas durante el desarrollo y la diferenciación. 


Figura 6.49 

Corte y empalme alternativo en la de¬ 
terminación sexua! de Drosophiia 

El corte y empalme alternatlvo del ARNm 
transformador (tra) esta reguł ad o por la 
proteina SXL, que solo se expresa en fas 
moscas hembra. En los machos, el primer 
exon del ARNm tra se une a un punto de 
corte y empalme 3’ que da lugar a un se¬ 
gundo exón que contiene un codón deter¬ 
minación para la traduccion, de modo que 
no se expresa ninguna proteina tra. En las 
hembras, la unión de fa proteina SXL blo- 
quea la unión de U2AF a este punto de 
corte y empalme 3’, resultando en el uso 
de un sitio alternativo mas adalante en el 
exón 2. Este punto de corte y empalme aF 
ternativo en 3' se encuentra despues del 
codón de terminación para la traduccion, 
de modo que el ARNm expresado en las 
hembras dirige la sintesis de una proteina 
tra funcional. 


Corrección del ARN 

La correcrón del ARN (o en ingles RNA editing) se define como los procesos 
de maduración {aparte del corte y empalme) que alteran las secuencias codifi- 
cadorasde proteinas de algunos ARNm. Esta tnesperada forma de maduración 
de ARN fue descrita por primera vez en ARNm mitocondriales de tripanosomas, 
en los que se ahadian y eliminaban residuos de U en multiples sitios a fo largo 
de la molecula. Mas recientemente, la corrección ha sido descrita en ARNm 
mitocondriales de otros organismos, ARNm cloroplasticos de plantas super i o- 
res y ARNm nucleares de genes animales. 

La corrección de ARNms nucleares animales, asi como de ARN mitocon¬ 
driales y cloroplasticos de plantas superiores, implica cambios de bases unicos 
como resultado de reacciones de modificación de bases similares a las que 
ocurren en la maduración de ARNt. En celulas animales las reacciones de co- 
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Figura 6.50 

EdiCión del mRNA de la apolipoprotei- 

na B. En el higado humano se traduce un 
ARNm no corregido, obteniendose una 
proteina de 4.536 aminoacidos Itamada 
Apo-BlOO, En el intestino humano, por el 
contrario, se eorrige este ARNm medianie 
una modificación de bases que sustituye 
una C determinada por un U. Esta modifi¬ 
cación transforma el codón de glutamina 
(CCA) en un codón de terminadón (UAA), 
por lo que la sintesis proteinica se acorta 
dando lugar a la Apo-B48. eon 2,152 ami¬ 
noacidos. 
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rrección incluyen la desaminación de citosina a uridina y de adenosina a inosF 
na. Uno de los ejempfos mejor estudiados es la corrección del ARNm de la 
apolipoproteina B, que transporta lipidos en la sangre. En este caso, la correc- 
dón eon especificidad tisular del ARN da lugar a la producción de dos formas 
distintas de apolipoproteina B (Fig. 6.47). La Apo-BlOO humana (4.536 aminoaci¬ 
dos) se sintetiza en el higado por medio de la traducción del ARNm sin editar. Sin 
embargo, tras la traducción a nivel intestinal de un ARNm corregido en el que una 
C es transformada en una U por desaminación se obtiene una proteina mas corta 
(Apo-B48, 2.152 aminoacidos). Esta alteración cambia el codón para glutamina 
(CAA) por un codón de terminación de la traducción (UAA) en el ARNm corregi- 
do, llevando a la sintesis de una proteina Apo-B mas corta. La corrección eon 
espeeificidad tisular del ARNm de la Apo-B l!eva a la expresión de proteinas dis¬ 
tintas desde un punto de vista estructural y funcional en el higado e intestino. La 
Apo-BlOO producida por el higado transporta lipidos en el torrente sangumeo: la 
Apo-B48 inten/iene en la absorción de lipidos de origen dietetico en el intestino, 
La corrección del ARN por la deaminación de la adenosina en inopina es la 
forma mas comun de corrección nueleardel ARN en mamiferos. Este modo de 
corrección juega un papel importante en el sistema nervioso T donde la correc¬ 
ción de A-a-l resulta en cambios sencillos de aminoacido en los receptores para 
algunas moleculas sehalizadorasen la superficie de las neuron as. La importan- 
cia de esta reacción de corrección ha sido claramente demostrada utilizando la 
recombinación homóloga para inactivar el gen que codifica la enzima responsa- 
ble de la corrección de A-a-l en ratones (vease Gapitulo 3). Los ratones que 
carecen de esta enzima mu e ren a temprana edad tras sufrir repetidos ataques 
epilepticos como resultado de la disfunción de receptores incorrectamente co- 
rregida. 

DegradŁición del ARN 

Los pasos de maduración analizados en la sección previa resułtan en la forma- 
ción de ARNm maduros, que entonces son fransportados al citopfasma, donde 
funcionan dirigiendo la sintesis de proteinas. Sin embargo, la mayorfa de las 
secuencias transcritas en pre-ARNm son degradadas en el interior del nucleo. 
Mas del 90% de Jas secuencias de los pre-ARNm son intrones, que son degra- 
dados en el interior del nucleo despues de su escisión por corte y empalme. 
Esto es llevado a cabo por una enzima que reconoce el enlace 2 -5 caracteristi- 
co formado en el punto de ramificación, ademas de por enzimas que reconocen 
extremos 3’ o 5 1 de las moleculas de ARN y catalizan la degradación de ARN en 
cualquier dirección. Los extremos 5 K y 3 S de fos ARNm maduros estan protegi- 
dos de esta maquinaria de degradación por Ta presencia de caperuzas y polia- 
denilación, respectivamente, mientras que los extremos no protegidos de los 
intrones son reconocidos y degradados. 
















Capitulo 6 * Sfntesis y maduración del ARN • 275 


Ademas de degradar intrones, las celulas poseen un sistema de control de 
calidad (denominado decaimiento de ARNm mediado sin sentido) que dlrige 
la degradación de ARNm que carecen de marcos de leetura abiertos completos. 
Esto elimina moleculas de ARNm defectuosas y previene la sfntesis de protel- 
nas anómalas truncadas. En levaduras, el decaimiento del ARNm mediado sin 
sentido tiene lugar en el citoplasma y se desencadena cuando un ribosoma se 
encuentra un codón de terminación prematura durante la smtesis proteica. En 
los rmamfferos, sin embargo, at menos parte del decaimiento de ARNm mediado 
sin sentido tiene lugar en el interior del nucleo. El mecanismo por el que los 
codones de terminación son reconocidos en el interior det nucleo de las celulas 
de mamfferos no se conoce f aunque algunos estudios recientes sugieren que 
ribosomas en el interior del nucleo podrian estar implicados en el reconocimien- 
to e incluso en la traduccion nuclear de ARNm. 

Lo qu© podria considerarse como el aspecto finał de la maduración de una 
molecula de ARN es su eventual degradación en el citoplasma. Puesto que el 
nivel intracelular de ARN esta determinado por un equilibrio entre la sfntesis y la 
degradación, la tasa de degradación de ARNs individuales es otro nwe\ al que 
puede controlarse la expresión genica. Tanto los ARNs ribosómicos como los 
de transferencia son muy estables, y esta estabilidad es la principal responsa- 
ble de los niveles e!evados de estos ARNs (superior a! 90% de todo el ARN) 
tanto en celulas procarióticas como eucarióticas. Por el contrario, los ARNm 
bacterianos se degradan rapidamente, poseyendo generalmente una vida me¬ 
dia de tan solo 2 a 3 minutos, Esta rapida renovactón de ARNm bacterianos 
permlte a la celula responder rapidamente a modificadones en su entorno, 
como cambios en la disponibilidad de nutrientes regueridos para el crecimiento. 
En fas celulas eucarióticas, sin embargo, fos dlstintos ARNm son degradados a 
distintas velocidades, proporcionando un parśmetro adicional para la regufación 
de la expresión genica eucariótica. 

La degradación citoplasmica de Ja mayorfa de los ARNm eucarióticos esta 
iniciada por un acortamiento de las colas de poli-A. A continuación se produce la 
eliminación de la caperuza en 5 y la degradación del ARN por parte de nuclea- 
sas que actuan sobre ambos extremos. La vida media de los ARNm en las 
celulas de mamffero varian desde 30 minufos hasta aproximadamente 20 ho- 
ras. Los ARNm inestables frecuentemente codifican protefnas reguladoras, in- 
cluyendo ciertos factores de transcripción, cuyos nivetes en el interior celular 
vahan rapidamente en respuesta a estimulos del ambiente. Estos ARNm a me- 
nudo contienen secuencias especfficas ricas en AU cerca de sus extremos 3\ 
que parecen seńalizar una rapida degradación favoreciendo la deadenslación, 

Tambien puede ser regulada la estabilidad de algunos ARNms en respuesta 
a senaies extracelulares. Un buen ejemplo es el del ARNm que codifica el re¬ 
ceptor de la transferrina —una proteina de la superficie celular relacionada eon 
la captación de hierro en celulas animales— La cantidad de receptor de la 
transferhna en la celula se controla en función de la disponibilidad de hierro, en 
gran medida debido a la modulación de la estabilidad de su ARNm (Fig. 6.51). 
En presencia de una cantidad suficiente de hierro. e! ARNm del receptor de la 
transferrina es rapidamente degradado como resultado del corte producido por 


Figura 6.51 

Regulación de la estabilidad del ARNm 
del receptor de transferrina. Los nivelas 
del ARNm del receptor de la transferrina se 
regulan en función de la disponibilidad de 
hierro, Si el a porte de hierro es suficiente, el 
ARNm se degrada rapidamente medlante un 
corte cerca del extremo 3 por una nucleasa. 
Si existe carencia de hierro, se une una 
proteina reguladora (II a mada proteina de 
unión al efemento de respuesta al hierro, o 
IRE BP) a una secuencia próxima a! ex- 
tremo 3 del ARNm (el elemento de res¬ 
puesta al hierro. o (RE), lo que protege al 
ARNm del corte de la nucleasa. 


Region codificadora de la proteina IRE 



ARNm rapidamente degradado IRE ARNm estabifizado 
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una nucleasa especifica, en una secuencia cercana al extremo 3'. Si no existe 
un aporte adecuado de hierro, sin embargo, el ARNm es estabilizado, eon lo 
que aumenta la sintesis de receptor de la transferrina y la celula capta una 
mayor cantidad de hierro, Esta regulación esta mediada por una proteina que 
se une a secuencias especificas (denominadas efementos de respuesta al hie¬ 
rro, o IRE) cerca del extremo 3' del ARNm del receptor de la transferrina y 
protege del corte al ARNm. La unión de la proteina reguladora al IRE esta con- 
trolada por los nive!es de hierro dentro de la ceiula: si escasea el hierro, la 
proteina se une al IRE y protege al ARNm de receptor de transferrina frente a la 
degradación, Cambios similares en la estabilidad de otros ARNm estan relacio- 
nados eon la regulación de la expresión genica por parte de ciertas hormonas, 
Por tanto, aunque la transcripción sigue siendo el nivel principal de control de la 
expresión genica, las variaciones en la velocidad de degradación del ARNm 
tambien desempehan un papel importante en el control continuo de los niveles 
de los ARNm intracelulares. 


PALABRAS CLAVE 


ARN polimerasa, promotor, tecnica del 
footprinting 


o peron, operador, represor, elemento de 
control cis-actuante, factor 
trarrsactuante 


RESUMEN 

TRANSCRIPCIÓN EN PROCARIOTAS 

ARN polimerasa y transcripción: La ARN polimerasa de E. co//consta de 
subunidades ji, ji' y a. La transcripción se inicia por la unión de u a las 
secuencias promotoras. Tras la sintesis de los primeros nucleótidos del 
ARN, el nucleo de la polimerasa se separa de a y viaja a lo largo del molde de 
ADN a medida que alarga la cadena de ARN. La transcripción continua hasta 
que la polimerasa eneuentra una serial de terminación, 

Represores y control negativo de la transcripción: E! prototipo de regula¬ 
ción genica en bacterias es el operón lac , controlado por la unión de un re- 
presor a secuencias especificas del ADN cercanas al promotor. 

Controlpositivo de la transcripción: Algunos genes bacterianos son regu- 
lados mediante activadores transcripcionales en vez de represores. 


factor de transcripción, factor de 
transcripción generał, secuencia TATA, 
proteina de unión a TATA (TBP), factor 
asociado a TBP (TAF), Mediador 


estimuladores, aislador 


ARN POŁIMERASAS EUCARIÓTICAS Y FACTORES 
DE TRASNCRIPCIÓN GENERALES 

ARN połimerasas eucarićticas: Las celu las eucarióticas contienen tres 
ARN połimerasas nucleares distintas, que transcriben genes que codifican 
mRNAs (polimerasa II), rRNAs (polimerasa I) y tRNAs (polimerasa lii). 

Factores de transcripción generaies e iniciación de la transcripción por 
ła ARN polimerasa li: Las ARN połimerasas eucarióticas no se unen direc- 
tamente a las secuencias promotoras; necesitan proteinas adidonales (fac¬ 
tores de transcripción generaies) para iniciar ta transcripción. Las secuen¬ 
cias promotoras de muchos genes para la polimerasa 11 son reconoeidas por 
la proteina de unión a TATA, lo que atrae a la ARN połimerasa y a factores 
de transcripción adicionales hacia el promotor. 

Transcnpción por las ARN połimerasas I y Hi: Las ARN połimerasas I y Ili 
tambien necesitan factores de transcripción adicionales para unirse a los 
promotores de los genes de ARNr y ARNt 

REGULACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN EN EUCARtOTAS 

Secuencias reguiadoras de acción en cis; Promotores y estimuiado - 
res: La transcripción de genes eucarióticos esta controlada por proteinas 
que se unen a secuencias reguiadoras, las cuales pueden estar localizadas 
varias kilobases corriente arriba desde et punto de inicio de la transcripción. 
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Los estimuladores contienen de forma caracteristica sitios de unión para 
multiples proteinas que actuan conjuntamente en la regulación de la expre- 
sión genica, 

Proteinas regufadoras de ta transcripción: Se han aislado muchos facto¬ 
res transcripcionales eucarióticos gracias a su unión a secuencias especifi- 
cas de ADNL 

Estructura y función de fos activadores transcripcionales ; Los activado- 
res transcripcionales son proteinas modulares que contienen dominios dife- 
rentes de unión al ADN y de activacióm Los dominios de unión al ADN median 
la asociación eon secuencias reguładoras especificas; los dominios de acti- 
vación estimufan la transcripción interaccionando eon proteinas Mediadoras 
y eon factores de transcripción generales, ademas de eon coactivadores que 
modifican la estructura cromatmica. 

Represores eucarióticos: La expresión genica en ceiulas eucarióticas esta 
regulada tanto por represores como por activadores. Algunos represores im 
terfieren en la unión de activadores o factores de transcripción generales al 
ADN. Otros represores contienen dominios de represión que inhiben la 
transcripción interaccionando eon factores de transcripción generales, acti- 
vadores transcripcionales, o correpresores que afectan a !a estructura cro¬ 
matinica. 

Reiación de la estructura de ta cromatina eon ta transcripción: El ernpa- 
guetamiento del ADN en nucleosomas supone un impedimento para la trans- 
cripción en ceiulas eucarióticas. La modificación de las histonas por acetila- 
dón aumenta la accesibilidad del ADN nucleosómico por parte de los 
factores de transcripción, y esta modificación de la cromatina esta mtima- 
mente relacionada eon la regulación transeripcional. Las enzimas guecatali- 
zan la acetilación de histonas estan asociadas a los activadores transcripcio¬ 
nales, mientras que las desacetilasas de histonas se relacionan eon los 
represores. Las histonas tambien son modificadas por fosforilación y metila- 
ción, y las modificaciones especificas de las histonas afectan a la expresión 
genica actuando como sitios de unión para otras proteinas reguładoras. 
Ademas, los factores remodeladores del nucleosoma facilitan la unión de 
factores de transcripción al ADN alterando la organización o estructuras de 
los nucleosomas. Asi, la ARN polimerasa es capaz de transcribir a traves de 
los nucleosomas romplendo los contactos histona-ADN. La elongación 
transeripcional es facilitada por las proteinas cromosómicas no histónicas 
HMGN, y por los factores de elongación que reclutan histona acetiltransfera- 
sas ademas de actuar directamente rompiendo la estructura del nucleosoma. 

Reguiación de ia transcripción por ARNs no codificantes: La transcrip¬ 
ción puede ser regulada por ARNs no codificantes, ademas de por las protei- 
nas reguładoras. La inactivación del cromosoma X proporciona un ejemplo 
de regulación genica por ARN no codificante en mamfferos. 

Metiiación del ADN: La metilación de los residuos de citosina puede inhibir 
la transcripción de genes en vertebrados. La regulación de ia expresión geni¬ 
ca mediante metilación desempeha un importante papel en la impresión ge- 
nómica, que controla ia transcripción de algunos genes relacionados eon el 
desarrollode mamiferos, 

MADURACIÓN Y RENOVACIÓN DEL ARN 

Maduración de tos ARNs ribosómico y de transferencia: Los ARNs ribo- 
sómico y de transferencia proceden del corte de un largo transcrito primario, 
tanto en ceiulas procarióticas como eucarióticas. En los ARNr se ahaden 
grupos metilo, y se modifican varias bases en los ARNt. 


ensayo del cambio de movilłdad 
electroforetica, cromatografia de 
afinidad al ADN 

activador transeripcional, dominio en 
dedos de cirtc, receptor de hormona 
es tero idea, helice-giro-helice, dominio 
homeo, secuencia homeo, crema llera de 
leucmas. helice-bucle-helice, 
coactivador 


co rrep resor 


proteinas HMGN, acetilación de 
histonas, código de histonas, factor 
remodelador del nucleosoma, tactor de 
elongación 


inactivación del cromosoma X 


impresión gertómica 


pre-ARNr T pre-ARNt, ARNasa P T ribozima 
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pre-ARNm, casquete o cap de 
7-metilguanosma, cola de poti-A, 
poNadenilación 


espliceosoma, pequerio ARN nuclear 
(ARNsn), RIMPsn, autoempalme 


corte y empalme alternatiuo 


corrección de ARN 


decaiułiento de ARNm mediado sin 
sen t ido. 


Maduración del ARNm en eucariotas: Los pre-ARNm eucarióticos se mo- 
difican eon fa adición de casquetes o cap de 7-metilguanosina y eolas 
de poli-A en 3\ ademas de la extracción de los intrones mediante corte y 
empalme. 

Mecanismos de corte y empalme: El corte de los pre-ARNm nucleares se 
lleva a cabo en grandes complejos llamados espliceosomas, formados por 
proteinas y pepuenos ARNs nucleares (ARNAsn). Los ARNsn reconocen 
secuencias en los puntos de corte de los pre-ARNm y catalizan la escisión. 
Algunos ARN mitocondriales, cloroplasticos y bacterianos tienen la habilrdad 
de ser autoempalmantes, ya que el proceso esta catalizado por secuencias 
de los intrones. 

Corte y empalme alternativo: Pueden unirse los exones en diferentes com- 
binaciones segun sea el tipo de corte y empalmado, lo que supone un impor- 
tante mecanismo en eucariotas complejos para el contro! de la expresión 
geniea especffica de tej ido. 

Corrección del ARN: Algunos ARNm son modificados mediante procesos 
que alteran sus secuencias de codificación de proteinas. La corrección de 
ARNm mitocondriales en algunos protozoos incluye fa adición y delección de 
residuos de U en multipies puntos de la molecula, Otras formas de edición 
del ARN en celulas de plantas y mamiferos consisten en la modificación de 
bases especificas. 

Degradación det ARN: Los intrones son degradados en e! interior del nu- 
deo y los ARNm anómalos que carecen de marcos de iectura abiertos com- 
pletos son eliminados por decaim lento del ARNm mediado sin sentido. Los 
ARNm funcionales en las celulas eucariólicas son degradados a diferentes 
velocidades, proporcionando un mecanismo adicional de contro! de la expre- 
sión geniea. En algunos casos, las tasas de degradación del ARNm estan 
reguladas por senafes extracelulares. 


Preguntas 

1. ^Cómo induce la lactosa la expre- 
sión de proteinas necesarias para que E. 
coli pueda internalizar y metabolizar la 
lactosa? 

2. La secuencia consenso del elemento 
promotor-10 de E, coli es TATAAT. Esta 
comparando dos promotores -10 que tie- 
nen secuencias TATGAT yCATGAT res- 
pectivamente; ^Gual de ellos esperaria 
usted que se transcribiera eon mayor efi- 
cacia? 

3. Esta trabajando eon dos cepas de E. 
coli. Una de elfas eontiene un gen de /f- 
galactosidasa salvaje y una mutación t; 
fa otrą eontiene un gen de /Fgalactosi- 
dasa sensible a !a temperatura y una 
mutación oL Despues del cruzamiento 
de ambas cepas, intenta conseguir la 
producción de /f-galactosidasa a tempe- 
raturas permisivas y no permisivas en 
ausenciade lactosa. ^Que esperaria en- 
contrar? 


4. ^Como muestra el footpńnting del 
ADN dónde se une una proteina a una 
secuencia especifica de ADN? 

5. ^Que papel juegan los factores sig¬ 
ma (ff) en fa sintesis de ARN bacteriano? 

6. ^Cómo termina un ARNm de E. coli? 

7. Las celulas eucarióticas poseen tres 
ARN polimerasas distintas. ^Que ARNs 
transcribe cada una de ellas? 

8. Esta comparando, para la transcrip- 
ción basal in vitro , las necesidades de 
dos genes de polimerasa II, uno que con- 
tiene la secuencia TATA y el otro que tan 
solo eontiene una secuencia Inn La 
t ran s cri pci ó n co n e sto s p ro moto re s, i re- 
quiere la presencia de TBP o de TFIID? 

9. ^Cómo difieren los estimuladores o 
enhancers de los promotores como las 
secuencias de regulación en cis en euca¬ 
riotas? 

10. Esta estudiando el estimulador de 
un gen que normalmente solo se expresa 


en neuronas. En los modelos en los que 
este estimulador esta ligado a un gen re¬ 
portem existe expresión en celulas neuro- 
naies pero no en fibroblastos. Si embargo, 
si muta un elemento secuencial especifico 
dentro del estimulador, aparece la expre- 
sión tanto en celulas neuronales como en 
fibroblastos. ^Que tipo de proteina regula- 
dora esperaria que se uniera a ese ele¬ 
mento estimulador? 

11. Se eneuentra un factor de transenp- 
ción que activa la łranscripcion mediante 
su unión eon diferentes secuencias del 
ADN en celulas musculares y hepaticas. 
ćCómo puede influir el mecanismo de 
corte y empalme alternativo en la deter- 
minación de esta especificidad tisular o 
en la accrón activadora? 

12. ^Cual es la funerón de los aislado- 
res? 

13. Explica el mecanismo de la inacti- 
vadón del cromosoma X en las mujeres. 
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A la TRAN5CRIPCIÓN Y AL PROCESAMIENTO DEL ARN LES SIGUE LA TRADUCCIÓN, 

es decir, la sintesis de proteinas guiada por un molde de ARNm. Las 
protei nas son los mediadores activos en la mayoria de los procesos celu- 
lares, llevando a cabo las funciones determinadas por la información codificada 
en el ADN genómico. La sintesis de proteinas es la etapa finał de la expresión 
genica, Sin embargo, la traducción del ARNm es solo el primer paso en la cons- 
titución de una proteina funcional. La cadena polipeptidica se debe plegar en 
una conformación tridimensional adecuada y, eon frecuencia, esta es procesa- 
da antes de dar lugar a la forma activa. El procesamiento, especialmente en 
eucariotas T esta muy relacionado eon el transporte de las distintas proteinas a 
su destino finał dentro de la celula, 

Auoque la expresión de la mayoria de los genes se reguła principalmente a 
nlvel de la transcripción (vease Cap. 6), la expresión genica tambien se reguła a 
niveł de la traducción, y este contro! es un elemento importante de la reguiación 
genica tanto en celulas procariotas como eucariotas. Sin embargo, un mayor 
significado tienen los mecanismos que controlan la actividad de las proteinas en 
la celula, Una vez sintetizadas. la mayoria de las proteinas pueden ser regula- 
das, en respuesta a seńales extracelulares, ya sea por modificaciones covalen- 
tes o mediante asociación eon otras moieeufas en el interior de la celula. Ade~ 
mas, el nivel de las proteinas en la celula se reguła a traves de una degradación 
de proteinas diferencial. En definitiva, estos sistemas de control de la cantidad y 
actividad de las proteinas intracelulares regulan todos los aspectos del compor- 
tamiento celular. 


Traducción del ARNm 

Las proteinas se sintetizan a partir de un molde de ARNm mediante un proceso 
altamente conservado a lo largo de la evolución (tratado en el Cap, 3), Todos los 
ARNm se leen en direedón 5 ? -3\ y las cadenas polipeptidicasse sintetizan des- 
de el extremo amino terminal al carboxilo terminal Cada aminoacido vtene codi- 
ficado por tres bases (un codón) en el ARNm, de aeuerdo eon el caracter casi 
universal del código genetico. El mecanismo fundamental de la sintesis de pro- 
teinas es basicamente el mismo en todas las celulas: la traducción tiene lugar 
en los ribosomas, siendo los ARNs de transferencia los adaptadores entre el 
molde de ARNm y los aminoacidos incorporados a la proteina. La sintesis de 
proteinas, por tanto, implica la interacción entre tres tipos de moleculas de ARN 
(el molde de ARN mensajero, ARNt y ARNr) ademas de varias proteinas nece^ 
sarias para la traducción. 
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Figura 7 .1 

Estructura de los ARNt Se ilustra en 
un modelo abierto en forma de «hoja de 
trebo3» (A) la estructura del ARNt de !a 
fenilalanina de levadura, mostrando la 
complementanedad de pares de bases. 
Las bases nitrogenadas modificadas se 
indican como mG, metilguanosina; mC t 
metilcitosina; DHU, dihidrouridina; T, ri- 
botimidina; V, una purina modificada 
(normalmente adenosina); y tj/ t seudourb 
dina La forma plegada de la molecula se 
representa en (B) y et modelo tridimen- 
sional en (O), (C, cortesia de Dan Ri¬ 
chard son.) 



ARN de transferem'ia 

Durante la traducción, cada uno de los 20 aminoacidos debe ser atineado eon 
su correspondiente codón del ARNm molde, Todas las celulas contienen distin- 
tas moleculas de ARN de transferencia que sirven como adaptadores en este 
proceso. Como es de esperar, dada su función en la smtesis de proteinas, los 
distintos ARNt presentan una estructura similar. Sin embargo tambien poseen 
secuencias unicas que permiten la unión de un aminoacido concreto eon su 
codón en el ARNm. 

Los ARN de transferencia tienen una longitud de aproximadamente 70-80 
nucleótidos, eon una estructura en forma de hoja de trebol que es debida a la 
complementariedad de bases entre distintas regtones de la molecula (Fig. 7.1). 
Medianie tecnicas de enstalograf ta de rayos X se ha visto que los distintos ARNt 
poseen un plegamiento similar, en forma de L, que es necesario para el correcto 
anclaje a los ribosomas durante la traducción. Los ARNt para actuar como 
adaptadores necesitan dos regiones distintas y separadas en la molecula. To- 
dos los ARNt poseen una secuencia CCA en su extremo 3 1 al cual fos aminoaci- 
dos se unen covalentemente, en concreto a la ribosa de la adenosina terminal. 
La secuencia del ARNm es reconocida por el lazo anticodón, localizado en el 
otro extremo de la molecula de ARNt plegada, el cual se une al codón adecuado 
medianie complementariedad de bases. 

La incorporación de los aminoacidos correctos en la proteina depende de la 
unión de cada uno de ellos a su ARNt, asf como de la especificidad del aparea- 
miento de bases entre codón y anticodón. La unión del aminoacido a su ARNt 
especifico es mediado por un grupo de enzimas llamadas aminoacil ARNt stn- 
tetasas descubiertas por Paul Zamecnik y Mahlon Hoagland en 1957. Cada 
una de estas enzimas reconoce un unico aminoacido, y tambien al ARN (o 
ARNs) de transferencia al cual se debe unir ese aminoacido. La reacción ocurre 
en dos etapas (Fig. 7.2). Primero el aminoacido es activado mediante una reac¬ 
ción eon ATP formandose un intermediario aminoacil AMP. Este aminoacido 
activado se une posteriormente al extremo 3 1 del ARNt. Las aminoacil ARNt 
sintetasas deben ser enzimas muy selectivas que reconozcan especificamente 
tanto fos aminoacidos individuales como la secuencia de bases especifica en 
los ARNt aceptores. En algunos casos la alta fidelidad del reconocimiento del 
aminoacido es debido en parte a una actividad correctora o «lectora de prue- 
bas^, por la cual el aminoacil AMP incorrecto es hidrolizado antes de unir- 

(B) (C) 



Anticodón 








Capitulo 7 • Sintesis de proteinas, procesamiento y regulación » 283 


Figura 7.2 

Union del aminoacido al ARNt, En la primera reacción, e! aminoacido se une al AMP y 
se forma un intermediario aminoacif AMP. En la segunda reacción. se produce la transfe- 
rencia del aminoacido al extremo CCA 3 del ARN1 aceplor, liberandose ol AMP. Las dos 
reacciones son catalizadas por la aminoacif ARNt sintetasa 


se a! ARNt en la segunda etapa de la reacción. El reconocimiento del ARNt 
correcto por la aminoacil ARNt sintetasa tambien es un proceso muy selectivo: 
la sintetasa reconoce secuencias de nucleótidos espectficas (en la mayor parte 
de los casos incluye el anticodón) que identifican como unica a cada especie de 
ARNt 

Tras la unión al ARNt, el aminoacido se alinea en el ARNm molde por la 
complementariedad de bases entre el codón del ARNm y el anticodón dei ARNt. 
Este reconocimiento codón-anticodón es mucho menos estricto que la comple¬ 
mentariedad A-U y G-C explicada en capitulos anteriores. El significado de este 
apareamiento de bases atipico entre el codón y el anticodón esta relacionado 
eon fa redundancja del código genetico. De los 64 codones posibles T 3 son co- 
dones de terminaeión de la traducción y los otros 61 codifican para los aminoa- 
cidos (veaseTabla 3.1), Esto significa que la mayoria de los aminoacidos son 
codificados por mas de un codón. Esta redundancja se puede explicar, en parte, 
por la unión de varios aminoacidos a mas de una especie de ARNt. E. coli , por 
ejemplo, contiene aproximadamente 40 ARNt diferentes que sirven como acep- 
tores de los 20 aminoacidos distintos. Ademas, algunos ARNt son capaces de 
reconocer mas de un codón en el ARNm, como resultado de un reconocimiento 
no estandar (denominado «balanceo») entre el anticodón del ARNt y la tercera 
posición de algunos codones complementarios (Fig. 7.3). En esta posición hay 
un apareamiento de bases debil debido a la formación de pares de bases G-U y 
a fa sustitución de la guanosina por inosina en los anticodones de muchos ARNt 
(vease Fig. 6,40). La inosina es una base nitrogenada que puede formar pareja 
eon C, U o A en la tercera posición del codón, por So cual si la inosina aparece en 
el anticodón pemnite que un unico ARNt reconozca 3 codones diferentes en la 
secuencia de! mensajero. 

Ribosonm 

Los ribosomas son el lugar donde se sintetizan fas proteinas tanto en celulas 
procariotas como eucariotas. Se caracterizaron como particulas subcelulares 
mediante ultracentrifugación de celulas lisadas y normalmente se designan de 
aeuerdo eon su coeficiente de sedimentación: 70S para los ribosomas procario- 
tas y 80S para los ribosomas de celulas eucariotas, los cuaies son de mayor 
tamaho. Tanto los ribosomas procariotas como eucariotas estan formados por 2 
subunidades distintas, compuestas por proteinas y por ARNs nbosórmcos. Et 
hecho de que una celula contenga muchos ribosomas refleja fa importanda de 
la sintesis de proteinas en e! metaboiismo celular. E . coli por ejemplo, contiene 
aproximadamente 20.000 ribosomas, ocupando cerca del 25% del peso seco 
de la celula, y las celulas de mamiferos en continua división coniienen aproxi- 
madamente TO millones de ribosomas. 

La estructura generał de los ribosomas procariotas y eucariotas es similar, 
aungue difieren en algunos detalles (Fig, 7,4). La subunidad pequeha del ribo- 
soma de E. coli (llamada 308) esta formada por un ARNr 16S y 21 proteinas 
distintas; la subunidad grandę (50S) esta compuesta por dos ARNr, 23S y 5S, y 
34 proteinas. Cada ribosómica contiene una unica copia de los ARNr y una 
unica copia de cada proteina ribosómica, eon una excepción: una proteina de la 
subunidad SOS esta presente en cuatro copias. Las subunidades de los riboso¬ 
mas eucariotas son de mayor tamaho y contienen mas proteinas que sus analo- 
gos procariotas. La subunidad pegueha (4GS) del ribosoma eucariota esta conv 
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Figura 7,3 

Apareamtento no estandar entre el co- 
dón y el anticodón, El apareamiento de 
bases en la tercera posición del codón es 
muy debil; se permite que G se u na a U, y 
que inosina(I) en el anticodón seunaall, 
G o A. Se muestran dos ejemplos de apa- 
reamiento a norm a I de bases, donde el fe- 
nilalanjl (Phe) ARNt reconoce los codones 
UUC o UUU y el alanil (Ala) ARNt recono¬ 
ce los codones GCU, GCC o GCA. 


Apareamiento del ARNt de la fenifalanina 
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ARNs23S 
y 58 

(34 protein as) 


ARNr16S 
(21 proteinas) 



ARNr 288, 

5.8S y 5S 
(-45 proteinas) 


ARNr 188 
(-30 proteinas) 


Figura 7A 

Estructura ribosómica. (A) Los compo- 
nentes de (os ribosomas procarlóticos y 
eucanóticos. Los ribosomas intactos pro- 
carióticos y eucarióticos se denominan 
7OS y SOS, respectivamente r en base a su 
veloGidad de sedimentaeión durante Ja uf- 
tracentrifugación. Consisten en subunida- 
des mayores y menores, las cuales con- 
tienen proteinas ribosómicas y ARNr. (B- 
C) Estructuras cristalinas de rayos X de 
alta resolución de (as subunidades ribosó¬ 
micas 30S (Bj y SOS (C). (B. de B T. Wirn- 
berly; D. E. Brodersen, W.M. Clemons, R. 
J. Morgan-Warren, A. P, Carter, C Von- 
rrhein, T. Hartrsch y V. Ramakrishnan, 
2000 Naturę 407: 327, C, de N, Ban, P. 
Nissen, J, Nansen. P. B. Moore y T A. 
Steitz, 2000. Science 289: 905.) 



puesta por ARNr IBS y unas 30 proteinas, la subunidad grandę (60S) contiene 
los ARNr 28S, 5 f 8S y 5S ademas de 45 proteinas. Debido a su gran tamańo y 
complejidad, el analisis estructura! de alta resolución de los ribosomas median¬ 
ie cristalografia de rayos X no se consiguió hasta el ano 2000, cuando se des- 
cribieron por primera vez la estructura de las subunidades 50S y 305. Como se 
describe mas adelante, comprender la estructura de los ribosomas a nivel ató- 
mico ha tenido un gran impacto sobre nuestra comprensión de la función ribosó¬ 
mica 

Dna caracteristica importante de los ribosomas es que se pueden crear in vitro 
por autoensambfaje de sus ARNr y proteinas. Como describió Masayasu Nomura 
en 1968 por primera vez r las proteinas ribosómicas purificadas y los ARNr pueden 
mezclarse y, en condiciones adecuadas, formar un ribosoma funcional. Aunque el 
ensamblaje de los ribosomas in vivo (particularmente en las celuias eucariotas) es 
considerablemente mas complejo t la capaddad de los ribosomas de auto-ensam- 
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Figura 7.5 

Eslructura del ARNr 16S. E! aparea- 
miento de los pares de bases complemen- 
tarios da iugar a una estructura secunda- 
na caracteristica. (De M. M. Yusupov. G 
Z. Yusupova, A. Baucom, K Lieberman. 
T. N. H Earnest, J. H. D. Cale and H F, 
Noller. 2001. Science 292: 883.) 



blarse in vitro propordona una valiosa herramienia experimenlal, permitiendo el 
analisis de las funciones de las proteinas y de los ARN ribosómicos, 

Al igual que los ARNt. los ARNr forman estructuras secundarias ;caracteristi- 
cas debido a la complementariedad de bases (Fig. 7 5)- Los ARNr asodados a 
las proteinas ribosómicas se pliegan en un nivel conformacional superior for- 
mando estructuras tridimensionales, Inlcialmenie se pensaba que los ARNr te- 
man un papel exclusjvamente estructural, siendo un andamio sobre el que se 
ensamblaban las proteinas ribosómicas. Sin embargo, eon el deseubrimiento 
de la actividad catalitica de otras moleculas de ARN (p. ej. t ARNasa P y el corte 
y empalme de los intrones, explicado en el Cap. 6) n la posrble actividad catalitica 
del ARNr esta mucho mas aceptada. De aeuerdo eon esta hipótesis se ba visto 
que los ARNr son absolutamente necesarios para el ensamblaje in vitro de los 
ribosomas funcionaies. Por otro lado, la falta de proteinas ribosómicas provoca 
un descenso, pero no una perdida completa, de activldad ribosómica. 

La evidencia de la actividad catalitica del ARNr se obtuvo eon los experi- 
mentos de Harry Noller y sus colaboradores en 1992. Estos investigadores de- 
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Figura 7.6 

Estructura de la subunidad ribosómica 50$. Un 

modelo de alta resolución de la subunidad ribosómi- 
ca SOS eon tres molecufas de ARNt adheridas a los 
dominios A, P T y E del ribosoma (vease Fig. 7.12). 
Las proteinas ribosómicas se muestran en rasa y ei 
AR Nr en azul. (De P. Nissen, J. Nansen, N. Ban 7 P. 
B Moore y T. A. Steitz. 2000. Science 289; 920.) 


mostraron que la subunidad grandę dei ribosoma es capaz de catalizar la for- 
mación de enlaces peptidicos (la reacción de la peptidil transferasa) incluso tras 
la extracción de, aproximadamente f el 95% de fas proteinas del ribosoma me- 
diante tecnicas estandarizadas de extracción de proteinas. Por otro lado, vieron 
que tratando el ribosoma eon ARNasa no se formaba ei enlace peptidico, lo que 
reforzaba la hipótesis de que la formación del enlace peptidico es una reacción 
catalizada por et ARN. Sin embargo, afgunas proteinas ribosómicas no podian 
etimrnarse bajo condiciones que dejasen a! ARN ribosomico intacto, de modo 
que el papeJ de las proteinas ribosómicas como catalizadores de la formación 
del enlace peptidico no podia descartarse por completo. 

Evidencia de que la sintesis proteica esta catalizada por el ARMr se obtuvo 
eon ei primer analisis estructura! de alta resolución de la subunidad 50S, que fue 
descrito por Peter Moore, Thomas Seitz y sus colaboradores en el ano 2000 
(Fig. 7.6). Esta visión a nive! atómico de la estructura del ribosoma reve!ó que 
las proteinas ribosómicas estaban notablemente ausentes del sitio en el que se 
producla la reacción peptidil transferasa, poniendo de manifiesto que ei ARNr 
era et responsable de catalizar la formación del enlace peptidico. El analisis 
estructural tambien sugeria que los residuos de ARNr en su centro activo po- 
dian catalizar la formación del enlace peptidico medianie reacciones de fransfe- 
rencia de protones, lo que resulta semejante a la reversión de la hidróllsis de 
enlaces peptidicos por parte de serln proteasas (vease Fig. 2.26). Aunque se 
necesitan mas estudios para determinar si el mecanismo propuesto es correcto, 
se ha establecido firmemente que la reacción fundamental de la sintesis protei¬ 
ca es catalizada por el ARN ribosómico. En lugar de ser los principales constitu- 
yentes catallticos de los ribosomas, actualmente se cree que las proteinas ribo¬ 
sómicas juegan un papei prlncipalmente estructural. 

El papei catalitico del ARNr en la formación del enlace peptidico tiene impor- 
tantes implicaciones en la evoiución. Se cree que los ARNs fueron las primeras 
macromoleculascon capacidad de autorreplicación (vease Cap. 1); esto se fun¬ 
damenta en el hecho de que las ribozimas, como la ARNasa P y los intrones 
que participan en su propio proceso de corte y empalme, catalizan reacciones 
en las que participan sustratos tipo ARN. El papei del ARNr en la formación del 
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Experimento clave 


PapęI catalftico deIARN ribosómico 


Resistencia anormal de ta peplidil transferasa a ios procedimientos 
de extraccrón de proteinas 

Harre F. Noller, Vernita Hoffarth y Ludwika Zimniak 

Universidad de California, Santa Cruz 
Science ; l /otumen 256, 1992 r pags 14161419 


Contexto 

El papel de los ribosomas en la 
sintesls de proteinas se deseubrió 
en fa decada de los 60- Durante 
este periodo, los ribosomas se 
caracterizaron como particulas 
formadas por proteinas y ARNs y 
tambien se consiguió ensamblar 
ribosomas funcionales a partir de 
sus componentes purificados. En 
estos ańos tambien se 
consideraba que la formadón del 
enlace peptidico (reacción peptidi! 
transferasa) era llevada a cabo por 
tas proteinas ribosómicas mientras 
que los ARNr tentan una función 
secundaria, partECipando en la 
estructura del ribosoma. Al 
principio de la decada de los 70, 
sin embargo, la evidencia empezó 
a sugerir que los ARNr podrian 
tener un papel mucho mas activo 
en la sintesls de proteinas. Por 
ejemplo, se deseubrió que muchas 
proteinas ribosómicas no tenian un 
papel esencial en la función del 
ribosoma. Por otro lado, fa 
demostración de la existencia de 
algunas secuencias en el ARNr 
altamente conservadas en la 
evolución sugirió que estas 
moleculas de ARNr podrian tener 
un papel crftico, 

Fue al principio de los 80 r eon 
los expenmentos de Tom Cech 
realizados an ribozimas de 
Tetrahymena y los de Sidney 
Aitman utilizando la ARNasa P, 
cuando se confirmó la actividad 
catalitica de fas moleculas de 
ARN. Estos deseubrimientos 


fueron el precedente para la 
hipótesis de que el ARNr esta 
direetamente implicado en la 
formadón del enlace peptidico. 

Las conclusiones a las que 
llegaron Harry Noller y sus 
colaboradores, en 1992, en favor 
de este papel activo del ARNr se 
exponen en este articulo. 

Experimentos 

Para estudiar la acfNidad catalitica 
de los ARNr, Noller y sus 
colaboradores usaron un modelo 
de reacción simplificado para 
comprobar la actiddad peptidi! 
transferasa. Esta reacción mide la 
transferencia de moleculas de 
/V-formilmetionina marcadas eon 
isótopos radiactivos desde un 
fragmento de ARNt al grupo amino 
de la puromidna, un antibiótico 
que se asemeja a un aminoaoil 
ARNt y puede formar eniaces 
peptidicos eon cadenas peptidicas 
en crecimiento. La ventaja de este 
modelo de reacción peptidi I 
transferasa es que puede llevarse 
a cabo por la subunidad 
ribosómica SOS aislada, mientras 
que no se requiere la presencia de 
la subunidad pegueha, ni de otros 
factores de proteinas ni de ARNm. 

Los lnvestigadores probaron el 
papel del ARNr ensayando la 
actividad peptidi! transferasa de la 
subunidad SOS, de la cual se 
eliminó el componente de proteinas 
por procedimientos estandarizados 
de extracción de proteinas. Un 
aspecto importante de estos 


experimentos fue el uso de ribosomas 
aislados de la bacteria Thermus 
aąuaticus, Debido a que este 
microorganismo es capaz de vivir a 
altas temperaturas, la estructura de su 
ARNr es significativamente mas estable 
que el ARNr de E, coli. El resultado que 
se obtuvo fue que la actividad peplidil 
transferasa de fos ribosomas de T 
aąuaticus era completamente resistente 
a metodos de extracción drasticos, 
utilizando detergentes, proteasas o 
fenol (vease figura). Mas notable fue el 
mantenimiento total de la actividad 
peptidi! transferasa incluso tras una 
segunda extracción que eliminó el 95% 
del componente de protefnas. En 
contraste, se vio que la peptidi) 
transferasa era altamente sensibfe a 
tratamientos suaves eon ARNasa. 
Aunque estos experimentos no pueden 
excluir un posible papel de las proteinas 
remanent es que no se han eliminado 
por los procedimientos de extracción 
utilizados, se constató la participación 
directa de i ARNr 23S en la reacción 
peptidi I transferasa. 



Bctracdón 

de protefnas, + + 

ARNasa — + “ + 

La reacción peptidil transferasa se ensaya me¬ 
dianie fa formación de AMormilmeticmina-pura- 
micina radiactiva (f-Met-puro) h detectada me¬ 
dianie electroforesis y posterior a utorra biografia, 
Los ribosomas de 7. aąuaticus son sometidos a 
tecnicas de exlracción de proteinas o t rata m ten- 
to eon ARNasa, como s© indica en la fotografia. 


enlace peptidico amplia la actividad catalitica del ARN, desde su capacidad de 
auto-replicación hasta una participación directa en la smtesis de proteinas. Es- 
tudios adicionales demuestran que el ARNr de Tetrahymena puede catalizar la 
union de los aminoacidos al ARN, lo que da credito a la posibilidad de que las 
aminoacil ARNt sintetasas primigenias estuvieran formadas por ARN y no por 
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Papel catafftico del A RN ribosómico (continuación) 


Impacto 

Los resultados de los experimento$ 
de Noller han sido confirmados y 
ampliados por [os estudios de 
Kimitsuna Watanaba y sus 
coiaboradores {Nitta et aL. Science 
281:666-669, 1998) demostrando 
que fragmentos de ARN ribosómico 
23S, en ausencia total de proteinas 
ribosómicas, pueden catalizar la 
formación del enlace peptidico. 
Estos resultados no dejaron 
ninguna duda de la actividad 
catalftica del ARN en esta reacción, 
demostrando que la reacción 
prindpal de la sintesis de proteinas 
esta catalizada por el ARN 
ribosómico. Estos descubnmientos 
no solo han tenido un notable 
impacto en el conoctmiento de la 


función de los ribosomas sino que 
tambien han confirmado la ya 
descrita actividad catalftica de las 
moleculas de ARN y han 
proporcionado nuevos datos a la 
hipótesis que defiende el origen 
de la vida en un mundo pobfado 
de moleculas de ARN eon 
capacidad de autorreplicación. 
Esta hipótesis se basó en la 
capacidad de las moleculas de 
ARN de catalizar aquellas 
reacciones necesarias para su 
propia replicación. Este 
deseubrimiento de la actividad 
catalftica del ARN en la sintesis 
de proteinas ha proporcionado un 
claro nexo entre el mundo de las 
moleculas de ARN y el flujo de la 
información genetica en los 



Harry F. Noller 


organismos celulares actuales, 
siendo el AR Nr el que lleva a cabo 
la reacción clave en la formación 
del enlace peptidico. 


proteinas. La capacidad de las moleculas de ARN para catalizar las reacciones 
necesarias para la sintesis de protefnas ademas de su autoreplicación puede 
ser un paso clave para entender la evotución de las celulas, 

Orgamzación de los ARNm mensa jer os e inicio de la traducción 

Aunque los mecanismos de la sintesis de protefnas en celulas procariotas y 
eucariotas son similares, hay algunas diferencias, en particular en las sehales 
que determinan el sitio del ARNm motde a partir del que se debe iniciar la sinte¬ 
sis de una cadena pofipeptfdica (Fig, 7.7). La traducción no empieza simple- 
mente en el extremo 5' del ARNm, sino que tiene lugar en un sitio de iniciación 
especffico. La region 5' terminal de los ARNm de procariotas y eucariotas son 
secuencias no codificadoras, conocidas como regiones 5’ no codificantes. Los 
ARNm de eucariotas normalmente codifican una unica cadena polipeptidica, 
mientras que la mayorfa de los ARNm de procariotas codifican multiples poli- 


ARNm procariota 

Multiples silios de inicio de la traducción 

UTR l Proteina 1 I Proteina 2 \ Proteina 3 UTR 



ARNm eucariota 
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UTR 

m 7 G mmmm 


Unico sitio de inicio de la traducción 
| Proteina 1 UTR 

■ aaaa ([1) 

i 



3' 


Figura 7J 

ARNm mensajeros procariotas y eucarrotas, Tanto los ARNm proca- 

riolas como eucariotas contienen en su extremo 5' y 3’ regiones que no 
se traducen (UTRs). Los ARNm eucariotas tambien contienen una cap 
(caperuza) de 7-metilguanosina (m G) en el extremo 5\ y en el extremo 3 1 
la cola poli-A. Los ARNm procariotas normalmente son po lic i stron i cos: 
estos codifican multiples proteinas, que se traducen desde sitios de ini¬ 
ciación independientes, Los ARNm eucariotas son, generalmente, mono- 
cistrónicos y codifican solo una proteina 
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Figura 7.8 

Senales de inicio de la traducción. El 

lugar de iniciación en los ARNm de proca- 
riotas es una secuencia Ifamada secuen- 
cia Shine-Delgarno que precede al codón 
de iniciación AUG. La complementanedad 
de bases entre la secuencia Shine-Del¬ 
garno y la secuencia del ARNr 16S cerca 
del extremo 3’ alinea el ARNm eon el nbo- 
soma. En las celulas eucariotas el ARNm 
se une a la subunidad 40S del ribosoma 
por la caperuza de 7-metilguanosina en ef 
extremo 5\ Entonces el ribosoma se des- 
plaza por el ARNm hasta encontrar un co¬ 
dón de iniciación AUG. 


Secuencia Shine Delgarno 


ARNm procariota 5 1 L 


ARNr 16S 3' 



mmmm 


imsmm 



ARNm eucariota 



peptidos, sintetizados de manera independiente desde distintos sitios de mrcia- 
ción, Por ejemplo T e! operon lacće E. coli esta formado por 3 genes traducidos a 
partir de un unico ARNm (vease Fig. 6.9). Los ARNs mensajeros que codifican 
varios polipeptidos se Haman poNcistrónicos, mientras que son monocistró- 
nicos los ARNs mensajeros que codifican un unico polipeptido. Flnalmente, 
tanto los ARNm de procariotas como eucariotas terminan en regiones 3’ no 
codificantes. 

Tanto en celulas eucariotas como procariotas, la traducción siermpre co- 
mienza eon el aminoacido metionina, normalmente codificado por el triplete 
AUG. En algunas bacterias existen codones de iniciación alternativos, como 
GUG, pero cuando esto ocurre al principio de una cadena polipeptsdica, estos 
codones incorporan metionina en lugar del aminoacido que codifican normal- 
mente (GUG generalmente codifica para valina). En la mayonade las bacterias, 
la sintesis de proteinas se inicia eon un residuo de metionina modificado (N- 
formilmetionina), mientras que la metionina sin modificar inicia la sintesis en 
eucari otas (eon excepción de las mitocondrias y cloroplastos, organu los cuyos 
ribosómicas tienen muchas semejanzas eon los ribosómicas de bacterias). 

Las senales que identifican el codón de iniciación son distintas en celulas 
procariotas y eucariotas, debido a las diferencias que existen entre los ARNm 
policistrónicos y monocistrónicos (Fig, 7.8), Los codones de iniciación en Jos 
ARNm bacterianos son precedidos por una secuencia espeeifica {llamada se¬ 
cuencia Shine-Delgarno, en honor a sus deseubridores) compiementaria de 
una secuencia del ARNr 16S cerca del extremo 3', que aproxima el ARNm al 
ribosoma para que tenga lugar la traducción, Este apareamiento de bases com- 
plementarias permite a los ribosómicas de bacterias iniciar la traducción no solo 
en el extremo 5' del ARNm, sino tambien en sitios de inicio dentro de fos mensa¬ 
jeros policistrónicos. A diferencia de procariotas, en celulas eucariotas los ribo¬ 
sómicas se unen al ARNm mediante el reconocimiento de la 7-metilguanosina 
en el extremo 5 r cap (vease Fig. 6.41). De esta forma los ribosómicas se despla- 
zan por la secuencia del mensajero hasta encontrar un codón de iniciación 
AUG, Las secuencias que flanquean a los tripletes AUG influyen en la eficacia 
de la iniciación; asf en muchos casos el primer AUG en el ARNm no es recono- 
cido y la traducción comienza en otro triplete AUG mas alejado del extremo 5'. 
Sin embargo, los ARNm eucariotas no tienen secuencias equivalentes a la se¬ 
cuencia Shine-Delgarno de los ARNm procariotas. La traducción de aquellos se 
inicia en un sitio determinado por el desplazamiento del ribosómica a partir del 
extremo 5', fo que concuerda eon el caracter monocistrónico del mensaje que 
codifica un unico pofipeptido. 
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El ribosoma se une a! ARNm La cadena polipoplidica crece al anadirle Cuando se encuentra un 

en un codón de rnicio sucesivos aminoacidos codón de terminación, el 

polipeptldo se libera y 
el ribosoma se disocia 

Figura 7.9 

Esquema de la traducción. 


Mecanismo de la traducción 

La traducción generalmente se divide en 3 etapas; iniciación, elongación y ter- 
minación (Fig. 7,9). La cadena polipeptidica crece al anadirle sucesivos ami¬ 
noacidos. Cuando se encuentra un codón de terminacion, el polipeptido se libe¬ 
ra y el ribosómica se disocia. Tanto en procariotas como eucanotas lo primero 
que ocurre en la etapa de iniciación es la unión de un metionii ARNt iniciador y 
de la cadena de ARNm a la subunidad pegueńa del ribosómica. La subunidad 
grandę se unira posteriormente al complejo, formando un ribosómica funcional 
que permite el crecimiento de la cadena polipeptidica Un gran numero de pro- 
teinas accesorias no ribosómicas son necesarias para las distintas etapas del 
procesode traducción (Tabla 7.1). 

El primer paso de la traducción en bacterias es la unión de tres factores de 
iniciación (IF-1, IF-2 e IF-3) a la subunidad ribosómica 303 (Fig. 7.10). El 
ARNm y el N-formilmetionit ARNt iniciador se unen posteriormente al complejo, 
siendo el factor IF-2 (el cual une GTP) el que especificamente reconoce al ARNt 
iniciador. Entonces IF-3 se libera permitiendo que la subunidad ribosómica SOS 
se asocie al complejo. Esta asociación provoca la hidrólisis de GTP unido a 
IF-2. lo qu@ permite la salida de los factores IF-1 e IF-2 (ahora unido a GDP). El 
resultado es la formación de un complejo de iniciación 70S (compuesto por 
ARNm y ARNt iniciador unidos al ribosoma) preparado para catalizar la forma¬ 
ción de un enlace peptidico durante fa etapa de elongación de la traducción. 

La etapa de iniciación de la sintesis de proteinas en eucariotas es un proce- 
so mucho mas complejo y requiere al menos 10 proteinas distintas (cada una 
de lascuales esta formada por multiplescadenas polipepffdicas), IlamadaselFs 
(fectores de iniciación eucarióticos, vease Tabla 7,1). Los factores elF-1, elF-1A r 
elF-3 y elF-5 se unen a la subunidad ribosómica 40S, y elF-2 {en un complejo 


TABLA 7.1 . Factores de traducción 

Función Procariotas Eucariotas 


Iniciación 


IF-1, IF-2 r IF-3 


elF-1. elF-IA, elF-2. eiF-2B. 
elF-3. elF-4A, elF-4B, 
elF-4E t eJF-4G, elF-5 

eEF-U. eEF-1/iy, eEF-2 
eRF-1, eRF-3 


Elongación 

Terminacion 


EF-Tu, EF-Ts, EF-G 
RF-1, RF-2, RF-3 








292 • Sección II • Flujo de la información genetica 



Medicina molecular 


Antibiółicos y sintesis de protemas 


La enfermedad 

Las bacterias son responsables de 
una gran variedad de infecciones 
potencialmente letales, incluyendo 
la tuberculosis, neumoma 
bacteriana meningitis infantil, 
infecciones de heridas y 
quemaduras, sifilis y gonorrea, Con 
anteriorldad a 1940, los clmicos no 
contaban con tratamientos efectivos 
para este tipo de infecciones. En 
esa epoce, se pusieron a 
disposición Jos primeros antibióticos 
para uso clinico. Las infecciones 
que en un principio eran intratables 
se hicieron curables, y el aumento 
significativo de la esperanza de vida 
se atribuyó a Ja introducción de los 
antibióticos en la practica medica. 
Mas de on centenar de antibióticos 
distinfos estan actualmente en uso 
como tratamiento efectivo para las 
Infecciones bacterlanas. 

Bases moleculares 
y celulares 

Para ser dinicamente efectivo T un 
antibiótico debe matar o al menos 
inhibir el crecimiento bacteriano sin 


causar toxicidad en el organismo 
humano. Asi, la mayoria de los 
antibióticos utilizados en la clfnica 
diaria, estan dirigidos contra 
estructuras moleculares presentes 
en bacterias pero no en las celu las 
humanas, La penicilina, por 
ejempio, inhibe la sintesis de la 
pared cel ula r bacteriana {vease 
Cap. 12), Sin embargo, muchos 
otros antibióticos comunmente 
usados, inhiben diferentes etapas 
de la sintesis de protemas (vease 
tabla). Algunos de estos 
antibióticos —incluyendo la 
estreptomicina, tetraciclina, 
cloramfenicol y entromicina— son 
especificos de ribosomas 
procariotas y por tanto efectivos 
como agentes para el tratamiento 
antibacteriano. Otros antibióticos 
inhibidores de la sintesis de 
protemas actuan contra procariotas 
y eucariotas (p. ej., puromicina) o 
contra eucariotas solamente (p. ej., 
eicloheximida). Aunque estos 
antibióticos obviamente no se usan 
dinicamente, si han servido 
como importantes herramientas de 
experimentacion para estudios de 


Antibióticos inhibidores de la sintesis de protemas 


Antibiótico 

CeluJa diana 

Efecto 

Estreptomicina 

Procariola 

Inhibe la iniciación y provoca un error de 
lectura 

Tetracidina 

Procariola 

Inhibe ia unrón de los aminoaci! ARNt 

Cloramtenicoi 

Procariola 

Inhibe la actividad peptidit transferasa 

Er itrom icina 

Procariola 

Inhibe la transiocadón 

Puromicina 

Procariola y 
eucariota 

Causa terminación prematura de la 
sintesis de protemas 

Cidoheximida 

Eucariota 

Inhibe la actividad poptidil transferasa 


la sintesis de protemas tanto en 
celulas procariotas como 
eucariotas. 

Prevención y tratamiento 

El uso de los antibióticos ha tenido 
una repercusión muy importante en 
la medicina moderna por la 
capacidad de los clmicos para curar 
infecciones bacterianas que 
amenazan lavida. Sin embargo, 
desafortunadamente las 
mutaciones permiten el desarrollo 
de cepas bacterianas resistentes a 
los antibióticos. Muchas cepas 
bacterianas son en la actuafidad 
resistentes a uno o mas antibióticos, 
por tanto los clmicos en ocasiones 
deben ensayar distintas terapias 
antes de encontrar el antimicrobiano 
efectivo. Ademas, el desarrollo y 
multrplicación de las cepas 
bacterianas resistentes ha hecho 
que aigunos antibióticos queden 
obsoletos. Un tema mas 
preocupante es la aparición de 
bacterias resistentes a multiples 
antibióticos, y algunas de estas 
cepas, que con frecuencia se aislan 
en el ambito hospitalario, son 
resistentes a casi todos los 
antibióticos conocidos. Con esto 
aumenta el espectro de infecciones 
no tratables debido a la 
multiplrcación de las bacterias 
resistentes a los antibióticos —una 
situación que nos dirige de nuevo a 
la era pre-antibiotica de las 
enfermedades infecciosas—, El 
control de estas bacterias 
resistentes ya sea medianie el uso 
adecuado de los antibióticos 
disponibles o por et desarrollo de 
nuevos antimicrobianos, es un tema 
de gran importancia en la practica 
medica actuaL 


con GTP) se asociacon el metionil ARNt iniciador (Fig. 7.11). El ARNm es reco- 
nocido y dirigido hacia el ribosoma por los factores elF-4, El cap del extremo 
5 ł del ARNm es reconocido por el elF-4E. Otro facfor, el elF-4G P se une al factor 
elF~4E y a una proteina asociada a la cola poli-A en el extremo 3’ de! ARNm 
(proteina de unión a poli-A o PABP). Por tanto los factores de iniciación eucario- 
tas reconocen tanto el extremo 5 1 como 3 del ARNm, siendo responsables del 
efecto estimulador de la poliadenilación en ia traducción. Los factores de inicia¬ 
ción elF-4E y elF-4G en asociacion con elF-4A y elF-4B dirigen e! ARNm hacia 
la subunidad ribosómica 40S, medianie interaccion entre los factores elF-4G y 
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Figura 7.10 

Iniciación de la traducción en bacterias. Tresfactores de 
iniciación <IF-1 p IF-2 e IF-3) se unen primerc a la subunidad 
ribosómica 30S. Esta etapa es seguida por la unión del 
ARNm y el W-formflmetionil ARNt iniciador (fMet), que es re- 
conocido por IF-2 unido a GTP. El factor IF-3 se libera, 
uniendose la subunidad 50S al complejo. Esto permite ia hi- 
drolisis del GTP unido, seguido por la liberación de IF-1 e 
IF-2 unido a GDP. 



elF-3. La subunidad ribosćmica 408 unida al metionil ARNt y a los elFs che- 
quea el ARNm hasta identificar un codón de iniciación AUG Cuando el codón 
AUG es reconocido, elF-5 prowoca la hidrólisis del GTP unido a eiF-2. Los facto- 
res de iniciación (incluyendo elF-2 unido a GDP) son liberados, y la subunidad 
60S se une a la subunidad 40S para formar el complejo de iniciación SOS de las 
celulas eucariotas. 

Tras Ja formaeión del complejo de iniciación, la traducción continua eon la 
elongación de la cadena polipeptidica. El mecanlsmo de la elongación en celu- 
las procariotas y eucariotas es muy similar (Fig, 7.12). El ribosoma tiene tres 
sitios para la unión del ARNt, denomtnados lugar P (peptidil), A (aminoacil) y E 
(liberación), El metionil ARNt iniciador se une al sitio P. La primera etapa de la 
elongación es la unión del siguiente aminoacil ARNt al sitio A mediante empare- 
jamiento eon el segundo codón del mensajero. El aminoacil ARNt es guiado 
hacia el ribosoma por un factor de elongación (EF-Tu en procariotas y eEF-lot 
en eucariotas), unido a GTP. La selección del aminoacil ARNt para su incorpo- 
ración en la cadena polipeptidica creciente es un paso critico que determina la 
precisión de la smtesis proteica. A pesar de que esta selección se basa en la 
complementariedad de bases entre el codón del ARNm y el anticodón en ef 
ARNt, el apareamiento de las bases no es suficienle para responsabilizarse de 
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Figura 7* 11 

tniciación de la traducción en celufas 
eucariotas, Los faetores de iniciación 
elF-3 t elF-1 y elF-IA se unen a la subuni- 
dad ribosómica 40S, El metionil ARNt ini- 
ciador es lievado al ribosoma por elF-2 
(formando un complejo eon GIF), y ol 
ARNm por elF-4 {el cual se une al cap del 
extremo 5 ) t elF-4G (unido a elF-4E en el 
cap del extremo 5 1 y a PABP en la cola 
poli-A en el extremo 3'), elF-4A y elF-4B. 
El ribosoma ahora chequea el ARIMm para 
identificar el primer codón de iniciación 
AUG. Este reconocimiento requlere ener¬ 
gia que es proporcionada por la hidrólisis 
de ATP. Cuando el codón AUG de inicia¬ 
ción es reconoddo, elF-5 provoca la hi- 
dróllsis de GTP unido a elF-2, seguido de 
la liberación de elF-2 {unido a GDP) y 
otros factores de iniciación Ahora la su- 
bunidad 60S del ribosoma forma un com- 
plejo eon la subunidad 40S, 



la precisión de la smtesis de protemas, que posee una fasa de error interior a 
10‘ 3 . Esta precisión la proporciona un «centro descodificador» en la subunidad 
pequeńa del ribosoma, que reconoce los pares de bases codón-anticodón co¬ 
rrect os y discimina los errores. La inserción de un aminoacil ARNt correcto en el 
dominio A da lugar a un cambio conformacional que induce la hidrólisis del GTP 
unido a EF-Tu y la liberación del factor de elongación unido a GDP, Un resulta- 
do notable de los estudios estructurales recientes del ribosoma es que el reco- 
nocimienfo del apareamiento codón-anticodón correcto en el centro descodifi- 
cador T como la activldad peptidi! transferasa, se basa principalmente en la 
actividad del ARN ribosómica en lugar de las protemas. 

Una vez que EF-Tu (o eEF-loc) ha salido del ribosoma, se forma un enlace 
peptidico entre el metionil ARNt iniciador en el sitio P y el segundo aminoacil 
ARNt en el sitio A. Esta reacción esta catalizada por la subunidad ribosómica 
grandę, realizando esta actividad el ARNr (como ya se ha explicado). El resuita- 
do es la transterencia de la metionina al aminoacil ARNt en el sitio A del riboso- 
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Figura 7,12 

Eta pa de elongación de la traducción. El ribosoma liene tres sitios de unión a! ARNt, 
llamados P (peptidil), A (aminoacil) y E (liberación), El N-formiimetionil ARNt mtciador se 
situa en el sitio P, dejando un sitio A librę. El segundo aminoacil ARNt (p.ej., alanil ARNt) es 
dirigido hacia el sitio A por EF-Tu (unido a GTP). Tras la hidrólisis de GTP, EF-Tu (unido a 
GDP) sale del ribosoma, dejando al alanil ARNt srtuado en el sitio A. Se forma el enlace 
peptidico y se transfiere la metionina al aminoacil ARNt en el sitio A. Entonces el ribosoma 
se desplaza tres nucleótidos a lo largo del ARNm. Este movimiento transloca el peptidil 
(Met-Ala) ARNt al sitio P y al ARNt librę al sitio E 1 dejando un sitio A vacio para la unión de 
un nuevo aminoacido. La translocación esta mediada por EF-G, acoplada a la hidrólisis de 
GTP. El proceso en celulas procariotas se ilustra en el esquema t siendo muy similar al de 
eucariotas. (En la Tabla 7.1 se nombran los factores de elongación de eucariotas.) 


ma, formandose un peptidil ARNt en esta postción y dejando un ARNt librę en el 
sitio P. La etapa que sigue a la elongación es la translocación, que requiere otro 
factor de elongación (EF-G en procariotas y eEF-2 en eucariotas), y tambien 
esta acoplada a la hidrólisis de GTP. D u ran te la translocación, el ribosoma se 
desplaza tres nucleótidos sobre el ARNm, colocandose un nuevo codón en un 
sito A librę. En esta etapa se transloca el peptidil ARNt desde el sitio A al sitio P, 
y el ARNt librę desde el sitio P al sitio E. De esta manera el ribosoma tiene un 
peptidil ARNt en el sitio P y un sitio A vado. La unión de un nuevo aminoacil 
ARNt al sitio A induce la liberación del ARNt librę del sitio E t dejando al riboso¬ 
ma preparado para la inserción de otro aminoacido a la cadena polipeptidica en 
crecimiento. 

El proceso de elongación debe continuar y para elło EF-Tu (o eEF-loc) que 
es liberado del ribosoma unido a GDP, se debe convertir de nuevo en ia forma 
unida a GTP {Fig. 7,12), Esta conversión requiere la presencia de un tercer 
factor de elongación, EF-Ts {eEF-1/fy en eucariotas), que se une a EF-Tu/GDP 
promoviendo la sustitución de GDP por GTP. Gon este cambio se regenera un 
nuevo EF-Tu/GTP preparado para dirigir un nuevo aminoacil ARNt a! sitio A de! 
ribosoma. comenzando un nuevo ciclo de elongación. La regulación del factor 
EF-Tu por la unión a GTP y la hidrólisis de este es un ejemplo de regulación de 
actividad de proteinas. Como se explicara en capitulos posteriores, mecanis- 
mos similares de control de la actividad ocurren en una gran variedad de protei- 
nas que participan en la regulación del crecimiento y diferenciación celulares, 
asi como en el transporte y secreción de proteinas. 


5'C 



]3’ 



5 T 


Formación del 
enlace peptidico 


5 f [ 


\3 T 




Translocación 





Activo 


ARNt unido 
al ribosoma 


Fig ura 7.13 

Regeneracrón de EF-Tu/GTP. El complejo EF-Tu/GTP dirige el 
aminoacil ARNt al ribosoma. El GTP unido es hidrolizado cuando el 
ARNt correcto es insertado, liberandose el complejo EF-Tu/GDP, el 
cual es inactivo e incapaz de unir otro ARNt. Para que la transloca¬ 
ción continua, se debe regenerar otro EF-Tu/GTP. participando en 
este proceso otro factor, EF-Ts, que facilita la sustitución de GDP 
por un GTP librę. 
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Figura 7.14 

Terminación de la traducción. Un codón de terminación (p. ej., U AA) en el sitio A es 
reconocido por un factor de liberaeión en vez de por un ARNt. El resultado es la liberaeión 
de la cadena polipeptidica complela, seguido de la disociación del ARNt y ARNm del 
ribosoma. 


La elongación de la cadena polipeptidica continua hasta que un codón de 
terminación (UAA, UAG o UGA) se coloca en el sitio A del ribosoma. Las celulas 
no contienen ARNt eon anticodones complementanos de los tripletes de termi- 
naciom pero si tienen factores de liberaeión que los reconocen y terminan la 
sintesis de protemas (Fig. 7.14). Las celulas procariotas cuentan eon dos facto¬ 
res de liberaeión que reconocen los codones de terminación: RF-1 reconoce 
UAA o UAG y RF-2 reconoce UAA o UGA (veaseTabla7J). En celulas eucario¬ 
tas un unico factor de liberaeión (eRF-t) reconoce los tres codones determina- 
ción. Ademas las celulas procariotas y eucariotas tambien tienen factores de 
liberaeión (RF-3 y eRF-3 respectivament@) que no reconocen codones de termi¬ 
nación especificos pero actuan eon RF-1 (o eRF-1) y RF-2. El factor de libera- 
ción se une a un codón de terminación en el sitio A estimulando la hidrólisis del 
enlace entre ef ARNt y la cadena polipeptidica en el sitio P, permitiendo la salida 
de esta del ribosoma. El ARNt es li be rado poste riormente, disociandose las 
subunidades ribosómicas y la hebra de ARNm. 

Los ARN mensajeros de celulas procariotas y eucariotas pueden ser trądu- 
cidos simuftaneamente por muchos ribosomas. Una vez que el ribosoma se 
aleja de un sitio de iniciación, otro puede unirse al ARNm e iniciar la sintesis de 
una nueva cadena polipeptidica. Asi los ARNm son normalmente traducidos 
por una serie de ribosomas, separados entre ellos por aproximadamente 100- 
200 nucleótidos (Fig. 7.15). El conjunto de ribosomas unido a una molecula de 
ARNm se llama polirribosoma o polisoma Gada ribosoma del polisoma funcio- 
na de manera independiente para sintetizar una cadena polipeptidica distinta. 

Regiilncióti de la traducción 

Aunque la transcripción es el nivel principa! de control de la expresión genica, la 
traducción del ARNm tambien esta regulada tanto en celulas procariotas como 
eucariotas. Un mecanismo de regulación traduccional es la unión de protemas 
represoras, que bloquean la traducción. a secuencias especificas del ARNm. El 
ejemplo mejor conocido de este mecanismo en celulas eucariotas es la regulación 
de la sintesis de ferritina, una proteina que aJmacena hierro dentro de la celula. La 
traducción del ARNm que codifica para ferritina esta regulada por las reservas de 
hierro: se sintetiza mas ferritina cuanto mas hierro haya (Fig. 7.16). Esta regulación 
esta medlada por una proteina que (en ausencia de hierro) se une a una secuencia 
(secuencia de respuesta al hierro o IRE) en el extremo 5' no codificante del ARNm 
de la ferritina, blogueando la traducción. En presencia de hierro el represor ya 
no se puede unir a la secuencia IRE S produciendose la traducción de la ferritina. 

Es interesanta observar que la regulación de la traducción del ARNm de la 
ferritina por el hierro es similar a la regulación de la estabilidad del ARNm que 
codifica para el receptor de transferrina, comentada en el capitulo anterior (vea- 
se Fig. 6.51 ) T donde se explicó que la regulación de la estabilidad del ARNm del 
receptor de transferrina se debe a la unión de una proteina a una secuencia IRE 
en la region 3' no codificante. La misma proteina se une a las secuencias IRE de 
ambos ARNm. Sin embargo, las consecuencias de la unión de esta proteina a 
ambas secuencias IRE son muy diferentes. La proteina unida al IRE del ARNm 
para el receptor de transferrina protege al ARNm de la degradación en vez de 
inhibir su traducción, Este efecto es quiza el resultado de la diferente localiza- 
ción de la secuencia IRE en ambos ARNm. Para actuar como un lugar de unión 
a represor, la secuencia JRE se debe localizar a unos 70 nucleótidos del cap del 
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extremo 5 ? del ARNm de la ferrifina, sugiriendo que la unión de esta proteina a la 
secuencia IRE bJoquea la traducción por impedir que la subunidad ribosómica 
40S reconozca y se una al cap del extremo 5\ En vez de inhibir la traducción, la 
unión de la proteina a la misma secuencia en et extremo 3’ del ARNm para la 
transferrina, protege al ARNm de la degradación por nucleasas. La unión de la 
misma proteina reguladora a diferentes sitios en las moleculas de ARN puede 
tener efectos distintos en la expresión genica; en un caso inhibiendo la traducción 
y en otro estabilizando el ARNm para aumentar la smtesis de protemas. 

La regulación traduccional es especialmente importante durante el desarro- 
llo temprano. Como se ha estudiado en el Capitulo 6, una variedad de ARNm 
esta almacenado en los óvulos en forma no traducida; la traducción de estos 
ARNm almacenados es aetivada durante la fertilización o durante estadios pos- 
teriores del desarrollo. Un mecanismo de regulación de la traducción de este 
tipo esta controlado por la poiiadenilación de los ARNm del óvulo. Muchos 
ARNm son almacenados sin tradueir en los óvulos eon pequeńas colas de poliA 
(aproximadamente20 nucleótidos). Estos ARNm almacenados seran posterior- 
mente reclutados para la traducción en el estadio apropiado del desarrollo por el 
alargamiento de sus colas de poliA hasta varios cientos de nucleótidos. Adicio- 
nalmente, la traducción de algunos ARNm durante el desarrollo parece estar 
regulada por protemas represoras que se unen a secuencias especificas de sus 
regiones 3 ł . 

Las protemas que se unen a las regiones 3’ de los ARNm sin tradueir son 
tambien responsables de localizar los ARNm a regiones especificas de la celu- 
la, permitiendo que se produzcan proteinas en localizaciones subcelulares es¬ 
pecificas, La localización del ARNm es una parte importante de la regulación de 
la traducción en una vahedad de tipos celulares, incluyendoóvulos, embriones, 
celulas nerviosas y fibrobJastos en movimiento. Por ejemplo, la localización de 
ARNm a regiones especificas de los óvulos o embriones juega un papel impor¬ 
tante en et desarrollo, permitiendo que las proteinas codificadas sean sintetiza- 
dasen loslugares apropiados del embrion en desarrollo (Figura 7.17), La locali¬ 
zación de los ARNm esta acoplada a la regulación de su traducción, de modo 


Figura 7.15 

Polisomas. Los ARNs mensajeros son 
traducidos por multiples ribosomas for- 
mando un polisoma, (A) Micrografia elec- 
trónica de un polisoma eucariota. (B) Es- 
quema generał de un polisoma. Nótese 
que los ribosomas proximos al extremo 3’ 
de! ARNm contienen cadenas polipeptidi- 
cas mas largas, (A, de M. Boublik ef a!., 
1990. The Ftibosome\ pag, 117. Cortesla 
de American Society for Microbiology.) 


ARNm de la ferritlna 

IRE Region codificante de la proteina 





Figura 7 18 

Regulación de la traducción de la ferri¬ 
tlna. El ARNm contiene una secuencia 
de respuesta al hierro (IRE) cerca del cap 
del extremo 5 . En presencia de una eanti- 
dad adecuada de hierro, fa traducción del 
ARNm ocurre normafmente. Sin embargo, 
si la cantidad de hierro disminuye, una 
proteina (denominada proteina de unión a 
la secuencia de respuesta al hierro o IRE- 
BP) se une a la secuencia IRE bloqueam 
do la traducción del ARNm. 
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Figura 7.17 

Localización del ARNm en ovocttos de 
Xenopus Hibridación in situ que ilustra la 
localización del ARNm Xlerk a la corleza 
vegetal de los ovocitos de Kenopus , (Cor- 
tesia de James Deshler, Boston Univer- 
sity.) 


que las protefnas que codifican son sintetizadas cuando ei ARNm se localiza 
correctamente en el estadio del desarrollo apropiado. 

Estudios recientes han demostrado que la traducción de ARNm puede ser 
regulada no sóto por proteinas, sino tambien por ARNs no codificantes que son 
homólogos a una porción de la secuencia del ARNm. La mayoria de estos 
ARNs no codificantes reguiadores son pequeńas moleculas de dobie hebra que 
desencadenan la degradación de su ARNm diana mediante un mecanismo de 
interferencja de ARN (vease Fig. 3.41). El papel de estos ARNs no codificantes 
ha sido especialmente bien estudiado en plantas, y se han identificado aproxi- 
madamente 50 genes cuya traducción es regulada por este mecanismo en Ara- 
bidopsis tha liana. 

Otro mecanismo de regulación traduccional en celulas eucariotas que tiene 
un efecto global en la traducción mas que un efecto en la traducción de un men- 
sajero especifico, ocurre por la modulación de la actividad de los factores de 
iniciación, en particular elF-2. Como se explicó anteriormente, elF-2 (formando 
complejo eon GTP) se une al metionil ARNt iniciador, dirigiendolo hacia el riboso- 
ma. La liberación de elF-2 en una etapa posterior va acompanada de la hidrólisis 
del GTP, liberandose un complejo inactivo elF-2/GDP. Para participar en otro 
ciclo de iniciación debe regenerarse elF-2/GTP, sustituyendose la molecula de 
GDP por GTP (Fig. 7.18). Este intercambio esta mediado por otro factor, elF-2B. 
El contro! de la actividad de elF-2 por la unión a GTP y la hidrólisis es similar a la 
que sufre el factor EF-Tu (vease Fig. 7.13). Sin embargo, la regulación de elF-2 
proporciona un punto de regulación crftico en una gran variedad de celulas euca¬ 
riotas. En concreto, tanto elF-2 como elF-2B pueden ser fosforiladas por protei¬ 
nas quinasas reguladoras. Estas fosforilaciones inhiben el intercambio del GDP 
unido por GTP, inhibiendo asi la iniciación de la traducción. Por ejemplo, en las 
celulas de mamfferos carecientes de factores de crecimiento, se activa una pro¬ 
teina quinasa que fosforila a elF-2B, inhibiendo la sucesiva sintesis de proteinas. 

La regulación de la actividad de elF-4E, que se une a la caperuza 5’ del 
ARNm, es otro punto critico sobre el que actuan los factores de crecimiento 
para controlar la sintesis proteica. Por ejemplo, factores de crecimiento que 
estimulan la sintesis proteica en celulas de mamffero activan proteinas quina- 
sas que fosforilan a proteinas reguladoras (denominadas proteinas de unión a 
elF-4E, o4E-BPs del ingles bindingproteins) que a su vez se unen a elF-4E. En 
ausencia de los factores de crecimiento apropiados, las 4E-BPs no fosforiladas 
se unen a elF-4E e inhiben la traducción interfiriendoen la interacción de elF-4E 
eon elF-4G (vease Fig. 7.11). Cuando los factores de crecimiento estan presen- 
tes en una cantidad adecuada, la fosforilación de las 4E-BPs impide su interac¬ 
ción eon e!F-4E, dando lugar a elevaciones de las tasas de iniciación de la 
traducción. 


Plegamiento y procesainiento de protefnas 

La traducción completa el flujo de la información genetica en la celula. En este 
proceso la secuencia de nucleótidos del ADN se corwierte en la secuencia de 
aminoacidos en la cadena polipeptidica. La sintesis de un polipeptido, sin embar¬ 
go. no significa que la proteina sea funcionaL Para ser activos, los polipeptidos 
deben plegarse en conformaciones tridimensionales caractensticas y, en muchos 
casos, varias cadenas polipeptidicas se agregan para dar lugar a un complejo 
funcional. Adernas, muchas proteinas experimentan modificaciones adiciona- 
les, incluyendoescisión y la unión covalente de carbohidratos y lipidos, que son 
necesarios para la correcta fundón y localización de las proteinas en la celula. 

Chaperonas y plegamiento de proteinas 

La conformación tridimensional de las proteinas depende de la interacción entre 
las cadenas laterales de sus aminoacidos, como se vio en el Cap. 2. El principio 
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(A) Suministro adecuado de factores de crecimiento 




ciasico del plegamiento de una proteina es que la informacion necesaria para 
que esta adopte la conformación tridimensional correcta la proporciona su se- 
cuencia de aminoacidos. Este principio fue establecido por los experimentos de 
Christian Anfinsen demostrando que la enzima ARNasa desnaturalizada puede 
in vitrov olver a plegarse en una conformación activa espontaneamente (vease 
Fig, 2,17). En un principio se pensó que el plegamiento de proteinas ocurria por 
un proceso de auto-ensamblaje que no requena la presencia de ningun factor 
celular adicionaL Sin embargo, estudios mas recientes muestran que esto no es 
una buena descripción del plegamiento de proteinas en las celulas y se puede 
afirmar que en el proceso participan otras muchas proteinas. 

Las proteinas que facifitan e! plegamiento de otras proteinas se Haman cha- 
peronas. El termino £ <chaperona» fue utilizado en un principio por Ron Laskey y 
sus colaboradores para describir una proteina (nucleoptasmina) necesaria para 
el ensamblaje de los nucleosomas a partir del AON y de las histonas. La nucleo- 
plasmina se une a las histonas y provoca su ensamblaje en nucleosomas, pero 
la nucleoplasmina no forma parte de la estructura ultima del nucleosoma. Las 
chaperonas, de este modo, actuan como catalizadores que faciiitan el ensam¬ 
blaje sin formar parte del complejo ensamblado. Estudios mas recientes han 
arnpliado el concepto hasta incluir proteinas que median una gran variedad de 
procesosde ensamblaje, particularmente el plegamiento de proteinas. 


Figura Z 18 

Regulación de la traducción mediante 
fosforilación de elF-2 y elF-2B. La forma 
activa de elF-2 (formando un complejo 
eon GTP) dirigeel metionil tARN iniciador 
al ribosoma (ver Figura 7.11). A continua- 
ción el elF-2 es liberado del ribosoma en 
su forma inactiua unida a GDP. Para eon- 
tinuar la traducción, elF-2 debe ser reacti- 
vada por elF-2B, que estimula e] inter- 
cambio de GDP por GTP. La traducción 
puede ser inhibida (por ejemplo, si las ce¬ 
lulas carecen de factores de crecimiento) 
por la acción de proteinas quinasas regu- 
ladoras que fosforilan a elF-2 o a elF-2B. 
Estas fosforilaciones bbquean el inter- 
cambio de GTP por GDP, de modo que 
elF-2/GTP no puede ser regenerado. 
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Figura 7.19 

Papel de las chaperonas durante la traducción. Las chaperonas se unen al ami¬ 
no terminal (N) de la cadena polipeptidica en crecimiento, estabilizandolo en una 
configuración no plegada hasta que la sintesis de la cadena polipeptidica finaliza. 
La proteina completa es liberada del ribosoma y esta preparada para plegarse en la 
conformación tridimensiohal adecuada. 


Chaperona 


Proteina 

plegada 


Polipeptido 

compteto 

liberado 


3’ AR Mm 


Es importante saber que las chaperonas no proporcionan una información 
adicional para el plegamiento de las proteinas en su conformación tridimensio- 
nal; esta viene determinada exclusivamente por la secuencia de aminoacidos. 
Mas bien, las chaperonas catalizan ef plegamiento proteico ayudando al proce- 
so de autoensamblaje. En concreto, se cree que su función es unirse y estabilh 
zar las cadenas polipeptidicas no piegadas o los intermediarios parcialmente 
plegados que se forman en fa ruta que dirige al estado de plegamiento correcto. 
En ausencia de chaperonas, las cadenas polipeptidicas no piegadas o parcial¬ 
mente piegadas son inestables en la celula y eon freeuenela se pliegan de forma 
incorrecta o se agregan formando complejos insolubles. La unión de las chape¬ 
ronas estabiliza estas formas no piegadas y por tanto previenen ei plegamiento 
incorrecto o la formación de agregados y permiten que la cadena polipeptidica 
adquiera una confomación acth/a. 

Un buen ejemplo lo proporcionan las chaperonas que se unen a las cadenas 
polipeptidicas nacientes a !a vez que se sintetizan en los ribosomas; de este 
modo previenen el plegamiento incorrecto o la agregación de la porción amino 
terminal del polipeptido antes de que la sintesis de este finalice (Fig. 7.19). Pro- 
bablemente, este tipo de interacción tiene importancia en las proteinas en las 
que el extremo carboxifo terminal (sintetizado en ultimo lugar) es necesahopara 
el plegamiento del extremo amino terminal. De esta manera la chaperona unida 
estabiliza la porción amino terminal en una conformación extendida hasta que 
se sintetice el resto de la cadena polipeptidica y la proteina compieta pueda 
plegarse correctamente. Las chaperonas tambien estabilizan los poiipeptidos 
no plegados durante su transporte a los organulos subcelulares —por ejemplo, 
durante la migración de proteinas desde el citosol a la mitocondria (Fig, 7,20). 
Las proteinas se transportan a traves de la membrana mitocondria! en una con¬ 
formación parcialmente plegada estabilizada por chaperonas que se unen en ef 
citosol. Las chaperonas del interior de la mitocondria faciiitan la transferencia 
del polipeptido al atravesar la membrana y su plegamiento posterior en el inte¬ 
rior de! organulo, Ademas, las chaperonas participan en el ensamblaje de pro- 
teinas formadas por muitipies cadenas polipeptidicas. en el ensamblaje de es- 
tructuras macromoleculares (p. ej., nucleoplasmina). 

Muchas de las proteinas que actuan como chaperonas (Tabla 7.2) fueron 
inicialmente identificadascomo proteinas de choque termico (del ingles heaF 
shock proteins, Hsp), un grupo de proteinas que se expresan en las celulas antę 
determinadas circunstancias de estres ambiental, como por ejemplo temperatu- 
ras eievadas. Las proteinas de choque termico son proteinas altamente conser- 
vadas tanto en celulas procariotas como eucariotas y su función es estabilizar y 
faciiitar el plegamiento de proteinas parcialmente desnaturalizadas por exposi- 
ción a temperaturas elevadas. Sin embargo, muchos miembros de la familia de 
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Figura 720 

Papel de las chaperonas durante el 
transporte de proteinas. Un polipeptido 
parcialmente plegado es transportado 
desde el citosol a la mitocondria. Las cha¬ 
peronas citosolicas estabiiizan fa eonfigu- 
ración o conformación extendrda. Las 
chaperonas mitocondriales facilitan el 
transporte y posterior plegamiento de la 
cadena polipeptidica dentro del organulo 


las proteinas de choque termico se expresan y tienen funciones fundamentales 
en condiciones normales de crecimiento celular, Estas proteinas actuan como 
chaperonas moleculares, necesarias para el plegamiento de los polipeptidos y 
su transporte en condiciones normales, asi como en condiciones de estres am- 
bientai. 

Las familias de proteinas de choque termico Hsp70 y Hsp60 tienen un papel 
smportante en el mecanismo de ensamblaje de proteinas tanto en celulas proca- 
riotas como eucariotas. Las proteinas de ambas familias funcionan por unión a 
regiones no piegadas de las cadenas polipeptidicas. Los miembros de ia familia 
Hsp70 estabilizan las proteinas no piegadas durante la traducción (vease Fig. 
7.17} y tambien durante el transporte de los polipeptidos a muchos de los orga- 
nulos subcelulares, como la mitocondria y el reticulo endopiasmico. Estas pro- 
teinas se unen a pequehos fragmentos (siete u ocho residuos de aminoacidos) 
de los polipeptidos no plegados, manteniendo la cadena polipeptidica en una 
configuración o conformación extendida> impidiendo la agregación. 

Los miembros de Ła familia Hsp60 (tambien ilamadas chaperoninas) facili¬ 
tan el plegamiento de Las proteinas en su conformación nativa. Cada chaperoni- 


TABLA 7.2. 

Chaperonas moieculares 




Chaperonas 


Familia de proteinas 

Proc a riotas 

Eucariotas 

Hsp70 


DnaK 

BiP (reticulo endoplasmico) 

SSC1 (mitocondria) 
ctHsp70 (cloroplastos) 

Hsc73 (citosol) 

Hspeo 


GroEL 

Hsp60 (mitocondria) 

Cpn60 (cloroplastos) 

TriC (citosol) 

Hsp90 


HlpG 

Qrp94 (reticulo endoplasmico) 

Hsp90 (citosol) 
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Figura 7.21 

Estructura de una chaperonina. GroEL, una proteina de la fa¬ 
milia de las Hsp6Q T es un eilindro hueco organizado en dos es- 
tructuras anulares unidas. Cada ani! lo esta compuesto por siete 
subunidades. (Cortesia de Paul B. Sigler r Universidad de Yale*) 


na esta formada por 14 subunidades de aproximadamente 
60 Kilodaltons (kDa) cada una, organizadas en anillos apila- 
dos para formar una estructura en forma de dobie donut» 
(Fig* 7*21). Las cadenas polipeptrdicas son protegidas del ci- 
tosol mediante la unión a la cavidad del eilindro de la chape¬ 
ronina. En estas condiciones ocurre el plegamiento de pro- 
temas, mientras que la unión de la chaperonina impide la 
agregación de los segmentos no plegados del polipeptido. La 
unión de los polipeptidos no plegados a las chaperoninas es 
una reacción reversible acoplada a la hidrólisis de ATP, 
como fuente de energia. La hidrólisis de ATP dirige senes de 
iiberación y unión de las regiones no plegadas de la proteina 
a la chaperonina, y de esta manera el polipeptido se pliega 
gradualmente en una conformación correcta. 

En aigunos casos, distintos miembros de la familia Hsp70 
y Hsp60 actuan juntos de manera secuencial. Por ejemplo. 
los miembros de la familia de proteinas Hsp70 y HspBO ac¬ 
tuan de forma secuencial durante el transporte de las protef- 
nas a ia mitocondria y durante el plegamiento de proteinas 
en E. coli (Fig. 7.22). Primero, una chaperona Hsp70 estabiti- 
za los polipeptidos nacientes hasta que la smtesis de pro- 
teinas finalice. El polipeptido extendido se transfiere a la cha¬ 
peronina HspBO, lugar donde el plegamiento de proteinas 
tiene lugar, apareciendo flnalmente una proteina correcta- 
mente plegada en la conformación tndimensional funcional. 

Los miembros de la familia Hsp70 y Hsp60 se distribuyen 
tanto en el citosol como en el interior de los organulos (p. ej., mitocondria) de 
cel u las eucariotas, y tambien en cel u las procariotas (vease Tabla 7.2), de ma¬ 
nera que el papel secuencial de estas proteinas representa una ruta bioquimiea 
generał del plegamiento de proteinas. Un mecanismo alternativo de plegamien- 
to de proteinas en el citosol y en el reticulo endoplasmico requtere la actuación 
secuenciai de proteinas Hsp70 y Hsp90. La mayorfa de los sustratos para ple¬ 
gamiento por Hsp9Q son proteinas que estan implicadas en la sehalización ce- 
lular, incluyendo receptores de hormonas esteroideas y una variedad de protei¬ 
nas guinasas, 
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Figura 7.22 

Actuación secuencial de chaperonas Hsp70 y Hsp6G. Las chaperonas de La familia 
Hsp7Q se unen y estabilizan la cadenas polipeptidicas no plegadas durante fa traducción. 
El pśptido nativo se dirige a chaperonas de la familia Hsp60, donde ocurre finał mente el 
plegamiento. La hidrólisis de ATP se necesita para liberar el polipeptido extendido de 
Hsp70 y para su plegamiento en el interior de Hsp60. 
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Enzimas y plegamiento de protein as 

Ademas de la chaperonas, que facilitan e! plegamiento de las proteinas median- 
te fa unión y estabilizaciónde Intermediarios parciaimente plegados, las celulas 
tambien contienen al menos dos tipos de enzimas que catalizan el plegamiento 
de protemas medianie la rotura y formación de nuevos enlaces covalentes. La 
formadón de puentes disulfuro entre residuos de cisteina es importante en la 
estabilidad de la estructura plegada de muchas protemas (vease Fig, 2.16). La 
proteina disulfuro isomerasa (PDI) r deseubierta por Christian Anfinsen en 
1963, cataliza la rotura y formadón de estos enlaces (Fig. 7.21). En las protei- 
nas que contienen multiples residuos de! aminoacido cisteina, la PDI desempe- 
ha un papel importante promoviendo el intercambio rapido entre parejas de 
puentes disulfuro, para que Ja proteina adąuiera el patron de puentes disulfuro 
compatible eon una conformación esfable. Los puentes disulfuro son especial- 
mente abundantes en protemas secretadas y algunas protemas de membrana, 
porque el citosot contiene agentes reductores que mantienen los residuos de 
cisteina en la forma reducida (- SH) t impidiendo la formación del puente disulfu¬ 
ro (S - S). En celulas eucariotas T los puentes disulfuro se forman en el reticulo 
endoplasmico, en cuyo lumen hay un ambiente oxidante. De aeuerdo eon el 
papel estabilizador de los puentes disulfuro en las proteinas que van a ser se¬ 
cretadas, la actividad de la enzima PDI en el reticulo endoplasmico se relaciona 
eon el nivel de secreción de protemas en los diferentes tipos celulares. 

La segunda enzima eon un papel importante en el plegamiento de protemas 
cataliza la isomerización de los enlaces peptidicos donde participa el aminoaci¬ 
do prolina (Fig. 7.22), La prolina es un aminoacido especial en el que el equili- 
brio entre las conformaciones cis y trans del enlace peptidico que precede a un 
residuo de prolina, esta ligeramente desplazado hacia la conformación trans. 
Por el contrario los enlaces peptidicos formados entre otros aminoacidos se 
eneuentran casi siempre en una conformación trans. La isomerización entre las 
configuraciones cis y trans de los enlaces peptidicos en los que interviene la 
prolina, que podria representar un paso limitante del plegamiento de proteinas, 
!a cataliza la enzima peptidil prolil isomerasa. Esta enzima esta ampliamente 
distribuida tanto en celulas procariotas como eucariotas y cataliza el plegamien¬ 
to de vanas protemas. 

Escisión de proteinas 

La escisión de las cadenas polipeptidicas (proteólisis) es una etapa importante 
en la maduración de muchas protemas. Un ejemplo sencillo es la eliminacion de 
la metionina inicial del extremo amino terminal de muchos polipeptidos, proceso 
que ocurre al principio de la traduccion, antes de que la cadena polipeptfdica se 
sintetice completamente. La adicrón de nuevos grupos quimicos al residuo ami¬ 
no terminal del polipeptido, por ejemplo grupos acetilo o cadenas de acidos 
grasos, ocurre eon frecuencia. 

Las modificaciones proteolfticas de los extremos amino tambien tienen un 
papel fundamental en la translocación de muchas proteinas a traves de la mem- 


Figura 7.23 

Actividad de la proteina disulfuro iso¬ 
merasa. La proteina disulfuro isomerasa 
(PDI) cataliza la rotura de algunos puen¬ 
tes disulfuro y la formación de otros nue- 
vos, lo que supone el intercambio entre 
parejas de puentes disulfuro en la cadena 
polipepttdica. La enzima cataliza la forma¬ 
ción de un enlace disulfuro eon un residuo 
de cisteina librę, e intercambia una cistei¬ 
na de un puente ya formado por otrą cis¬ 
teina de fa cadena polipeptidica. En el 
ejemplo, la PDI cataliza la conversión de 
dos puentes disulfuro incorrectos (1-2 y 3- 
4) en la forma correcta (1-3 y 2-4). 
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Figura 7,24 

Actividad de fa peptidil prolil isomera¬ 
sa. La peptidil prolil isomerasa cataliza 
la isomerización entre la conformación 
cis y trans de los enlaces peptidicos en 
los que interviene la prolina. 
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Figura 725 

Papel de las secuencias senal en la 
transiocación a traves de la membra¬ 
na. Las secuencias senal dirigen la Irans- 
locación de las cadenas polipeptidicas a 
traves de la membrana plasmatica de 
bacterias o hacia et interior del reticulo en- 
doplśsmico en las celulas eucariotas 
(vease dibujo). Esta secuencia senal una 
secuencia de aminoacidos hidrofóbicos 
en el extremo amino terminal de la cadena 
polipeptidica se inserta en un canal de la 
membrana inmediatamente tras su sinte- 
sis en el ribosoma. El resto de la proteina 
es translocada a traves del canal y la se¬ 
cuencia senal es eltminada por la activi- 
dad de una peptidasa senal, liberandose 
una proteina madura y translocada. 


branas celulares, incluyendo la secreción de proteinas tanto en celulas bacte- 
rianas como eucariotas, asi como las proteinas que van a formar parte de la 
estructura de la membrana plasmatica, lisosomas, mitocondrias y cloroplastos 
en celulas eucariotas, Estas proteinas son marcadas eon secuencias amino 
terminal es para transportarse a sus destinos fi n aleś, y estas secuencias son 
eliminadas de la cadena polipeptidica por escisión proteolitica cuando atravie- 
san las membranas. Por ejemplo, la secuencia senal amino terminal, formada 
aproximadamente por 20 aminoacidos, marca las proteinas que se dirigen a la 
membrana plasmatica en bacterias, o al reticulo endoplasmico en celulas euca¬ 
riotas, mientras ocurre la traducción (Fig. 7.25). La secuencia senal, formada 
predominantemente por aminoacidos hidrofóbicos, se inserta en la membrana 
cuando emerge del ribosoma. El resto de la cadena polipeptidica pasa a traves 
de un canal de la membrana a medida que es sintetizada. Esta secuencia senal 
posteriormente es eseindida por una proteasa de membrana especffica (pepti¬ 
dasa serial), liberandose la proteina madura. En celulas eucariotas, la transio¬ 
cación al reticulo endoplasmico de cadenas polipeptidicas nacientes es el pri- 
mer nlvel en el marcaje de proteinas que se destinaran a la secreción, a formar 
parte de la membrana plasmatica o se incorporaran a los lisosomas. Los meca- 
nismos que dirigen el transporte de proteinas a sus destinos, asi como el papel 
de otras secuencias serial que dirigen las proteinas al interior de las mitocon- 
drias y cloroplastos, se discutiran en los Capitulos 9 y 10. 

Otro ejemplo importante de procesamiento proteolltico es ta formación de 
enzimas u hormonasfuncionalmente activas, medianie escisión de precursores 
inactivos de mayor tamańo. La insulina se sintetiza como un precursor polipeptL 
dico mas grandę y representa un ejemplo clasico. La insulina se forma a parlir 
de dos escisiones. El precursor inicial (preproinsulina) contiene una secuencia 
serial amino terminal que dirige la cadena polipeptidica hacia el reticulo endo¬ 
plasmico (Fig. 7.26). La eliminación de la secuencia senal durante la transioca¬ 
ción al reticulo endoplasmico produce un segundo precursor, Ifamado proinsuli- 
na. Este precursor se transforma finalmente en insulina, formada por dos 
cadenas polipeptidicas unidas por puentes disulfuro, previa escisión proteolitica 
de un peptido interno. Otras proteinas activadas medianie mecanismos de esci¬ 
sión similares son las enzimas digestivas y las proteinas que participan en la 
coagulación sanguinea. 

Es interesante reseńar que las proteinas de muchos virus animales derivan 
de la escisión de largos precursores polipeptidicos. Un ejemplo particularmente 
importante del papel de la proteolisis en la replicación virica lo proporciona el 
VIH. En la replicación del VIH. una proteasa codificada por el virus escinde 
polipeptidos precursores para formar proteinas viricas estructurales. Debido a 
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Figura 7.26 

Procesamiento proteolitico de la insu¬ 
lina. La molecula activa de insulina cons- 
ta de dos subunidades polipeptidicas (A y 
B) unidas por puentes disulfuro. Es sinteti- 
zada como un polipeptido precursor (pre¬ 
proinsulina) que contiene una secuencia 
seńal amino terminal que se eliminara du- 
rante la transferencia de la cadena poii- 
peptidica al reticulo endoplasmico. Esta 
escisión origina un segundo precursor 
(prornsulina), que es transformado en in¬ 
sulina por un meeanismo de proteólisis 
mediante e! que se elimina un fragmento 
interno del polipeptido. 
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su papel central en la replicación yirica, la proteasa del VIH (ademas de la trans- 
criptasa rrwersa) es una importante diana para el desarrollo de drogas usadas para 
el tratamiento del SI DA. En efecto 5 los inhibidores de la proteasa son en la actuali- 
dad los farmacos mas efectivos que se utiiizan para combatir la enfermedad. 

GHcosilación 

Muchas proteinas, particularmente en celulas eucariotas, son modificadas por 
la adición de carbohidratos en un proceso conocido como glicosllacidn. Las 
proteinas a las que se les ha ahadido una cadena de glucidos (llamadas glico- 
proteinas) normalmente son secretadas o se localizan en la superticie celular, 
aunque algunas proteinas nucleares o citosólicas tambien estan glicosiladas. 
Los carbohidratos de las glicoproteinas tienen fundones importantes en el ple- 
gamiento de proteinas en el reticulo endoplasmico, en la decisión del destino de 
las proteinas a su compartimenio intracelular, y como sitio de reconocimiento 
en las interacciones celula-celula. 

Las glicoproteinas se dasifican en dos tipos: /V-glicoproteinas y O glicopro¬ 
teinas, dependiendo del sitio de unión de la cadena de carbohidratos (Fig, 
7.25). En las A/-gltcoproteinas T los carbohidratos se unen al atomo de nitrógeno 
de la cadena lateral del aminoacido asparragina. En las O-glicoproteinas, el 
atomo de oxigeno de los aminoacidos serina o treonina es el sitio de unión de la 
cadena glucidica, Los azucares que se unen directamente a estos sitios son 
normalmente N-acetilglucosamina o AZ-acetilgalactosamina respectivamente. 

La mayoria de la glicoproteinas de las celulas eucariotas sera destinada a la 
secreción o a formar parte de la membrana plasmatica. Estas proteinas se 
transfieren normalmente al interior del reticulo endoplasmico (previa escisión 
de la secuencia senal) mientras la proteina es sintetizada. La glicosilación se 
inicia tambien en el reticulo endoplasmico antes de que termine la traducción de 

Figura 7.27 

Anclaje de carbohidratos para formar glicoproteinas. Las cadenas de azucares de 
las W-glicoproteinas estan unidas a un residua de asparragina, mientras que los de las 
Oglicoproteinas se unen a serina (vease dibujo) o a treonina Los azucares unidos a los 
aminoacidos son, normalmente, AZ-acetilglucosamina (unidos a traves de N) o W-acelilga- 
lactosamina (unidos a łraves de O). 
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Figura 7.28 

Sintesis de W-glicoproteirras. La prime- 
ra etapa de la gficosilación es la adición, 
en ei reticulo endoplasmico (RE), de un 
oligosacarido formado por 14 residuos de 
monosacaridos a la cadena polipeptidica 
en crecimiento. El oligosacarido (formado 
pordos N-acetilglucosaminas, nueve ma- 
nosas y tres glucosas) se une a un hpido 
(dolicol fosfato) en la membrana del reti¬ 
culo endoplasmico, El oligosacarido es 
transferido desde el dolicol fosfato a un re¬ 
siduo de asparragina de la cadena poli¬ 
peptidica. 


la proteina, El praceso comienza eon la transferencia de un oligosacarido co- 
mun compuesto por 14 residuos de monosacaridG (2 A/acetilglucosaminas, 3 
glucosas y 9 manosas) a un residuo de asparragina de la cadena polipeptidica 
en crecimiento (Fig, 7.28), El oligosacarido se localiza en la membrana del reti¬ 
culo endoplasmico unido a un Ifpido transportador (dolicol fosfato). Este oligo¬ 
sacarido es transferido como una unidad completa a un residuo de asparragina 
(Asn) aceptora, que forma parte de la secuencia Asn-X-Ser o Asn-X-Thr (donde 
X puede ser cua!quier aminoacido distinto de prolina). 

Este oligosacarido inicial, una vez unido a la proteina, sufrira modificaciones 
postenores. Tres residuos de gfucosa y uno de manosa son eliminados mień- 
tras la proteina se eneuentra en e! reticulo endoplasmico. Posteriormente las 
glicoproteinas pasaran al aparato de Golgi donde sufriran modificaciones adi- 
cionales, Estas modificaciones se explicaran en el Cap. 9 e incluyen tanto la 
eliminación como la adición de distintos residuos de monosacaridos a medida 
que la glicoproteina es transportada por los distintos compartimentos del Golgi 
(Fig, 7.29). Los /V-oligosacaridos de diferentes glicoproteinas son procesados 
de distinta manera dependiendo de las enzimas presentes en los distintos tipos 
celulares y de la accesibilidad del oligosacarido a las enzimas que catalizan su 
modificación. A las glicoproteinas eon oligosacaridos inaccesibles no se les 
anade nuevos monosacaridos en ei Golgi, Los oligosacaridos relativamente 
simpies de estas glicoproteinas se Haman oligosacaridos ncos en manosa debi- 
do a la alta proporción de residuos de manosa y tienen una composición simiiar 
al oligosacarido inicial que se anadió en el reticulo endoplasmico. Por el contra- 
rio, las glicoproteinas cuyos oligosacaridos son mas accesrbles a las enzimas 
son modificadas en mayor grado, originando una gran vanedad de oligosacari- 
dos complejos, 

Los O-oligosacaridos se anaden a las protefnas en ei aparato de Golgi. A 
diferencta de los ligados a N, los O-oligosacśridos se forman por la adición de 
un unico azucar compuesto por pocos residuos de monosacaridG (Fig. 7.30). 


















































































Capitulo 7 • Sintesis de proteinas, procesamiento y regulación • 307 


I Manosa 

\ ALacetilglucosamlna 
i Glucosa 
I GaJactosa 
f Fiłcosa 
' Ac ido siaJico . 


Oligosacarido 
rico en manosa 



Oligosacarido 

mixto 






Figura 7.29 

Ejemplos de /V-oligosacaridos. Varios 
oligosacaridos proceden de modificacio¬ 
nes del oligosacśrido inicia! eon 14 azuca- 
res incorporado a la proteina en et reticulo 
endoplasmtco (vśase Fig. 7.28). En los 
oligosacaridos ricos en manosa, los resi- 
duos de glucosa y algunos residuos de 
manosa son etiminados, pero no se ańade 
ningun azucar. En la sintesis de oligosa¬ 
caridos complejos, algunos residuos de 
manosa son eliminados, pero se ańaden 
diversos monosacaridos. Los oligosacśri- 
dos hibridos o mixtos son intermedios en- 
tre los oligosacaridos ricos en manosa y 
los compiejos. Las estructuras del dibujo 
son ejemplos representativos. 


Muchas proteinas citosólicas y nudeares, incluyendo una gran variedad de fac- 
tores de transcripcióm tambien se modifican por la adición de residuos unicos 
de /V-acetiiglJCOsamina formando O-gficoprotemas, proceso catalizado por un 
sistema enzimatico diferente. Sin embargo, la función de los carbohidratos de 
estas glicoprotemas nucleares y citosólicas aun no se conoce. 


Anclaje de Itpidos 


Algunas proteinas en las celulas eucartotas se modifican mediante el anclaje de 
moleeulas lipidicas a !a cadena polipeptidica. Estas modificaciones eon fre- 
cuencia marcan y anclan estas proteinas a la membrana plasmatica, siendo el 
iipido por su naturaleza hidrofóbica el que se inserta en la membrana (vease 
Rg. 2.48), En las proteinas ancladas a la cara citosólica de la membrana de las 
celulas eucariotas son comunes tres tipos de modificaciones por adición de lipi- 
dos —A/-miristoilaeión, prenilación y palmitoilación—. Un cuarto tipo de modifL 
cación, la adición de glicotipidos. tiene un papel importante en el anclaje de 
algunas proteinas a la cara extracelular de la membrana plasmatica. 

En algunas proteinas, un acido graso se une al extremo amino terminal de la 
cadena en crecimiento durante la iraducción. En este proceso, llamado W-mi- 
ristoilación, el acido miristico {un acido graso de 14 atomos de carbono) se 
une a un residuo N-terminal de glicina (Fig, 7,31). La glicina es eon frecuencia el 
segundo aminoacido incorporado a la cadena polipeptidica durante la traduc- 
ción; el residuo iniciador de metionina es eliminado por proteólisis antes de la 
adición del acido graso. Muchas proteinas que son modificadas por N-miristolla- 
ción estan asociadas a la cara interna de la membrana plasmatica; el papel del 
acido graso en esfa asociación se conoce a partir de experimentos que utilizan 
proteinas mutadas en las que la glicina N-terminal es sustituida por alanina, 
Esta sustitución impide la unión del acido miristico y bloquea la función de la 
proteina mutada impidiendo su anclaje a la membrana. 



^ N-acetilgalactosamina 
© Ga facto sa 
O Acido sialico 

Figura 7.30 

Ejemplos de O-oligosacaridos. Los oli- 
gosacandos li gad os a O normalmente es¬ 
tan formados por pocos residuos de mo- 
nosacarido, que se ańaden uno a uno. 
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Figura 7,31 

Adición de un acido graso medianie W-miristoilacion. La metionina inicial es 
eliminada, dejando la glicina siguiente en el extremo amino terminal de la cade- 
na polipeptidica. El acido minstlco (un ócido graso de 14 atomos de carbono) 
es ańadido posteriormente. 
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Los lipidos tambien se pueden anclar a las cadenas laterales de los ami¬ 
noacidos cisteina, serina y treonina. Un ejemplo importante de este tipo de mo- 
dificación es la prenilación ? en la que un tipo especffico de lipidos (grupos 
prenilo) se anclan a atomos de azufre de las cadenas laterales de los residuos 
de cisteina localizados cerca del extremo carboxilo terminal de la cadena poli¬ 
peptidica (Fig. 7.32). Muchas proteinas asociadas a la membrana plasmatica 
que participan en el contro! del crecimiento y dlferenclación celulares son modi- 
ficadas por esta vta ; incluyendo la proteinas del oncogen ras t que son respon- 
sables del crecimiento celular incontrolado de rnuchos tumores humanos (vea- 
se Cap. 15). La prenilación de estas proteinas ocurre en tres etapas. Primero, el 
grupo prenilo se anade a una cisteina localizada a una distancia de tres aminoa- 
cios del extremo carboxi!o terminal de la cadena polipeptidica. Los grupos pre¬ 
nilo ańadidos en esta reacción pueden ser el farnesilo (15 carbonos, como se 
muestra en la Fig, 7,32) o geranilgeranilo (20 carbonos), Los aminoacidos si- 
guientes a la cisteina modificada son eliminados, dejando la cisteina en el extre- 
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Figura 7 32 

Prenilación de una cisteina en el extremo carboxilo 
terminal. El tipo de prenilación mostrada en el dibujo 
ocurre en proteinas codificadas por el oncogen ras y en 
proteinas de la envue!ta nuctear (laminas nucleares). 
Estas proteinas terminan en un residua de cisteina se- 
guida de dos aminoacidos alifaticos (A) y otro aminości- 
do designado eon la letra X, en el extremo carboxi!o ter¬ 
minal. La primera etapa de la modificación es la adición 
de un grupo farnesilo, compuesto por 15 atomos de car¬ 
bono, a la cadena lateral de la cisteina (farnesilación). 
En segundo lugar, ocurre la eliminación proteoUtica de 
los tres aminoacidos que siguen a la cisteina, y, final- 
mente. la metilación de esta que ahora se eneuentra en 
e! extremo carboxilo terminal. 
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Figura 7.33 

Palmitoilación. El palmitato (un acido graso de 16 atomos de carbono) es ańadido a la 
cadena lateral de un residuo interno de cistefna. 


mo carboxilo terminal. Finalmente, un grupo metilo se ańade al grupo carboxilo 
de !a cistefna terminal. 

El significado biológico dei proceso de prenilación se ha descubierto me¬ 
dianie el uso de mutantes donde la falta de la cistefna en el extremo carboxilo 
terminal bloquea la asociación de la proteina a la membrana y por tanto la fun¬ 
ción de tas proteina Ras. Debldo a que la farnesilación es una modificación 
relativamente rara en las proteinas de la celula, el interes de este proceso radi- 
ca en la posibilidad de poder usar farmacos como inhibidores de la enzima clave 
(farnesil transferasa) y poder aplicarlos en la terapia contra canceres en los que 
estan implicadas proteinas dei oncogen ras. Estos inhibidores de la farnelisa- 
ción se han usado para impedirel crecimiento de celulas tumorales en modelos 
experimentales y se ha demostrado su eficacia contra tumores humanos en 
diversos ensayos clinicos. 

El tercer tipo de modificación por adición de acidos grasos es la palmitoila¬ 
ción, en la que el acido palmitico (un acido graso de 16 atomos de carbono) se 
une a los atomos de azufre de la cadena lateral de residuos internos de cisteina 
(Fig. 7.33). Como la W-miristoilación y la prenilación, la palmitoilación tiene un 
papel importante en el anclaje de algunas proteinas a la cara citosólica de la 
membrana plasmatica, 

Finalmente, los lipidos unidos a oligosacaridos (glicolipidos) se ańaden a 
los grupos carboxilo terminal de algunas proteinas, sirviendo como anclaje de 
estas proteinas a la superficie externa de la membrana plasmatica. Debido a 
que los glicolipidos unidos a estas proteinas contienen fosfatidilinositol, normal- 
mente se Haman «anclas» de glicosilfosfatidilinositol, o GPI, (Fig. 7.34). Las 
porciones oligosacaridas del glicosilfosfatidilinositol se unen al grupo carboxilo 
terminal de las cadenas polipeptidicas. El grupo inositoi del fosfatidilinositol se 
une a su vez al oligosacarido, por tanto el grupo carbohidrato actua como puen¬ 
tę entre la parte de proteinas y las cadenas de acidos grasos del fosfolipido. El 
glicosilfosfatidilinositol se sintetiza y une a las proteinas como una unidad en el 
reticulo endoplasmico. Esta adición se acompańa de la escisión de un peptido 
de aproximadamente 20 arminoacidos del extremo carboxilo terminal de la cade¬ 
na polipeptidica. La proteina modlficada sera transportada a la superficie celu- 
lar, donde las cadenas de acidos grasos del ancla de glicosilfosfatidilinositol 
median su union a ia membrana plasmatica. 


Regulación de la función de las proteinas 

Una función importante de muchas proteinas es actuar como enzimas, necesa- 
rias para catafizar casi todas las reacciones biologfcas. La regulación de la acti- 
vidad enzimatica tiene un papel clave en el comportamiento celular. Esto se 
logra, en parte, a nivel de la expresión genica, que determina la cantidad de una 
enzima (proteina) sintetizada en la celula. Un nivel posterior de regulación se 
consigue mediante el control de la función de las proteinas, lo cual permite a la 


Figura 7.34 

Estructura de un ancla GPI. Et glicosilfosfatidilinositol. unido al carboxilo terminal, ancla 
la proteina a la membrana plasmatica. Este se une al aminoacido en el extremo carboxilo 
terminal a traves de una etanolamina, que esta unida a un oligosacarido formado por 
residuos de manosa, A/-acetilgalactosamina y glucosamina. El oligosacarido se une a su 
vez al grupo inositoi del fosfatidilinositol, Los dos acidos grasos del fosfolipido se insertan 
dentro de la membrana plasmatica. El glicosilfosfafidilinositol del dibujo pertenece a la 
proteina Thy-1 de una rata. 
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celula regular no solo la cantidad sino tambien la función de sus proteinas* La 
regulación de las actmdades de algunas protemas implicadas en la transcrip- 
ción y traducción ya se ha expuesto en este capltulo y en el precedente, y mu- 
chos mas ejemplos de regulación de la función de las proteinas en el control del 
comportamiento celular se expondran a lo largo del desarrollo de este libro. En 
este apartado se diseuten los tres mecanismos generales por los cuales se 
regulan las actividades de las proteinas celuiares* 


Precursor 1 





Inhibicrón 

alostśrica 


Regulación por petjuetlas mol ecu i as 

La mayoria de las enzimas son reguladas por cambios en su conformación que 
provoean modificaciones en su actividad catalitica. En muchos casos estos 
cambios de conformación se producen por la unión de pequeńas moleculas, 
como aminoacidos o nucleótidos, que regulan la acfividad enzimatica, Este tipo 
de regulación es normalmente responsable del control de vias metabólicas en 
las que hay mecanismos de inhibición feedback (retroinhibición). Por ejemplo, 
los productos finales de muchas rutas enzimaticas (p. ej,, aminoacidos) inhiben 
la enzima que cataliza la primera etapa de su smtesis; de esta manera se ase- 
gura una cantidad adecuada de producto y a su vez se evita su producción en 
exceso (Fig. 7.35). La retroinhibición es un ejemplo de regulación alostśrica 
en la que una molecula reguladora se une a un sitro de la enzima distinto del 
centro activo (alo = otro; esteńco - sitlo). La unión de esta molecula reguladora 
modifica la conformación de la proteina, eon lo cual se produce un cambio en su 
centro activo, afectando a la actividad enzimatica (vease Fig. 2.29). Muchos 
factores de transcripción (vistos en el Capitulo 6) tambien estan regulados por 
la unión de pequeńas moleculas. Por ejemplo, la unión de lactosa al represor E. 
cofi iac induce un cambio conformacional que impide que el represor se adhiera 
al ADN. En las celulas eucarióticas, las hormonas esteroideas controlan de for¬ 
ma similar la expresión genica uniendose a proteinas reguladoras de la trans¬ 
cripción. 

La regulación de los factores de traducción como EF-Tu por la unión del 
GTP (vease Fig. 7.13) es un ejemplo de otro mecanismo comun de regulación 
de ta actividad de proteinas intracelulares. En este caso, la forma unida a GTP 
es la conformación activa 5 mientras que en la unida a GDP la proteina es inactl- 
va. Muchas proteinas celulares tambien son reguladas por la unión a GTP o 
GDP. Un ejemplo son las proteinas codificadas por el oncogen ras t muy estu- 
diadas por su papel en el contro! de la proliferación celular y en los canceres 
humanos. Los analisis medianie cristalografra de rayos X de estas proteinas 
revelan diferencias conformacionales sutiles pero muy importantes entre la for¬ 
ma inactiva unida a GDP y la forma activa unida a GTP (Fig. 7.36). Estas peque- 
ńas diferencias en la conformación de la proteina determinan que !a proteina 
Ras (en la forma activa unida a GTP) pueda interaccionar eon su molecula dia- 
na, e inducir la división celular. La importancia de estas diferencias en la confor¬ 
mación de la proteina se muestra en el hecho de que mutaciones en los genes 
ras contribuyen al desarrollo de aproximadamente el 15% de los canceres hu¬ 
manos. Estas mutaciones alteran la estructura de las protemas Ras de tal ma¬ 
nera que se mantienen indefinidamente en la conformación activa unida a GTP, 
actuando como una seńai continua para la división celular, y de esta manera 
pramueven un crecimiento incontrolado de las celulas tumorales. Por el contra- 
rio las proteinas Ras normales {no mutadas) alternan entre las conformaciones 
de unión a GTP y de unión a GDP, de tal forma que solo son activas bajo la 
influencia de ciertas hormonas o de factores de crecimiento que se encargan de 
controlar la proliferación celular en los organismos pluricelulares. 


Figura 7,35 

Inhibición feedback. El producto finał de una ruta bioquimica actua como un inhibidor 
aiostehco de la enzima que cataliza la primera reacción de la ruta. 
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Figura 7.36 

Diferenctas conformacionales entre proteinas Ras acfivas e maętivas. Las protei- 
nas Ras alternan entre una forma activa unida a GTP y una inactiva unida a GDP, El 
principa! efecto de la unión a GTP frente a la unión a GD P es el cambio de conformación 
de dos regiones de Ja molścula, designadas regiones switch I y switch II. La parte de la 
proteina que forma complejo eon GTP se representa en el dibujo en blanco, y la parte de 
unión ai GDP de switch \ y switch II se representan en azul y amarillo t respectivamente. El 
nucleótido de guanina se representa en rojo y el Mg^ en anwiflo. (Cortesia de Sung-Hou 
Kim, Universidad de California, Berkeley.) 


Fosforilación de proteinas 

Los ejemplos expuestos en la sección anterior implican uniones no covalentes 
de las proteinas eon pequeńas moleculas inhibidoras o activadoras. Como no 
se forman enlaces cova!entes t la unión de esias moleculas reguladoras a la 
proteina es reversible f permitiendo que la celula responda rapidamente a los 
cambios ambientales. Sin embargo, la actividad de muchas proteinas tambien 
se reguła por modificaciones covalentes. Lin ejempJo de este tipo de regulación 
es la activación de alg u nas enzimas por escisión proteolitica de precursores 
inactivos. Ya se ha mencionado previamente en este capitulo que las enzimas 
digestivas y las proteinas que participan en la coagulacfón sanguinea se regu- 
lan por este mecanismo. Sin embargo, puesto que la proteolisis es un proceso 
irreversible, es una via de control de la actlvidad enzimatica en vez de un meca¬ 
nismo de activación y desactivación de las proteinas en respuesta a cambios 
ambientales. Por el contrario, otras modificaciones covalentes —en concreto la 
fosforilación — son procesos reversibles en el interior de la celula, y su función T 
al igual que la regulación alosterica T es activar o inhibir de manera reversible 
una gran variedad de proteinas celufares en respuesta a seńales ambientales. 
La fosforilación de proteinas esta cataiizada por enzimas proteina guirta- 
sas o protein quinasas, la mayoria de las cuales transfieren un grupo fosfato 
desde el ATP a un grupo hidroxilo de la cadena lateral de un residuo de serina, 
treonina o tirosina (Fig. 7.37). Las proteinas guinasas son una de las familias de 
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Figura 7.37 

Proteina ąuinasas y fosfatasas. Las 

proteina guinasas catalizan la transferen- 
cia de un grupo fosfato desde el ATP a la 
cadena lateral de la serina y treonina (pro¬ 
teina serina/treonina guinasas) o de la ti* 
rosi na (proteina-tirosina guinasas), Las 
proteina fosfatasas catalizan la efimina* 
ción mediante hidrólisis de los grupos fos¬ 
fato de esios mismos aminoacidos. 
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proteinas ms's grandes en eucariotas, constituyendo aproxrmadamente eJ 2% 
de los genes eucanotas. La mayoria de las proteina quinasas fosforifan la seri- 
na y la treonina o la tirosina; estas enzimas se Haman protema-serina/treonina 
quinasas o protema-tirosina quinasas i respectivamente. La fosforilación de 
las proteinas se revierte por las enzimas proteina fosfatasas o protein fosfa¬ 
tasas, que catalizan la hidrólisis de un grupo fosfato de un aminoacido fostorila- 
do. Como las proteina quinasas, la mayoria de las proteina fosfatasas son es- 
pecificas de serina y treonina o de tirosina, aunque algunas proteina fosfatasas 
reconocen cualguiera de los tres fosfoaminoacidos. 

La acción combinada de la guinasas y las fosfatasas media la fosforilación 
reversible de muchas proteinas celutares, Gon frecuencia las proteina quinasas 
participan en vias de transducción de seńales en las que una quinasa fosforila 
una segunda quinasa que puede actuar a su vez sobre otrą quinasa. La acción 
secuencial de varias proteina gutnasas puede transmitir una seńal recibida en la 
superficie celular a una proteina diana en el interior de la celula, cuyo efecto 
finał son cambios en el comportamiento celular en respuesta a estimulos am- 
bientales. 

El modelo de la acción de las proteina guinasas provlene de los estudios 
realizados por Ed Fischer y Ed Krebs en 1955 sobre el metabolismo del glucó¬ 
geno. En las celulas musculares la hormona epinefrina (adrenalina) provoca la 
degradación del glucógeno a glucosa-1 -fosfato, proporcionando energia para la 
contracción muscular. La glucogenólisis esta catalizada por la glucógeno fosfo- 
rilasa, que esta regulada por una proteina quinasa (Fig. 7.38). La epinefrina se 
une a su receptor en la superficie de la celula desencadenando la conversión de 
ATP en AMR cielico (AMPc), el cual se une y activa a una proteina quinasa T 
llamada proteina quinasa dependiente de AMPc. Esta quinasa fosforila y activa 
una segunda proteina quinasa denominada fosforilasa guinasa. La fosforilasa 
guinasa fosforila y activa la enzima glucógeno fosforilasa que conduce a la pro- 
ducción de glucosa. Estas fosforilaciones encadenadas que activan a la fosfori¬ 
lasa quinasa primero y a la glucógeno fosforilasa despues, pueden ser revertF 
das por enzimas fosfatasas especificas, de tal manera que la eliminaciÓn del 
estimulo inictal (epinefrina) inhibe la degradación del glucógeno. 

La via de seńalización que provoca la activación de la glucógeno fosforilasa 
se inicia por la unión de pequeńas moleculasa la superficie celular—la epinefri¬ 
na se une a su receptor y el AMPc se une a la proteina quinasa dependiente de 
AMPc—. La sehal entonces se transmite a las dianas Intracelulares mediante la 
acción secuencial de las proteina quinasas. Rutas similares, en las que partici- 
pan enzimas quinasas y fosfatasas, estan implicadas en la regulación de casi 
todos los aspectos del comportamiento en las celulas eucariotas (veanse Caps. 
13 y 14). Las alteraciones de estas vias, relacionadas eon alteraciones de las 
proteina quinasas, tambien son responsables de muchas enfermedades aso- 
ciadascon una regulación inadecuada del crecimiento y diferenciación celular, 
en particular eon ef desarrollo del cancer. 

Pese a que la fosforilación es el tipo mas freeuente y mejor estudiado de 
modificación covalente que reguła la actividad proteica, otros tipos de modifica- 
ciones proteicas tambien juegan papeles importantes. Estas incluyen la metila- 
ción y acetilación de residuos de lisina (vistos en el Capitulo 6), ademas de la 
adición de grupos NO a la cadena lateral de residuos de cisteina (nitrosilación). 


Figura 7.38 

Regulación de la degradación del glucógeno por fosforilación de las proteinas. La 

unión de epinefrina (adrenalina) a receptores de ta superficie celular provoca la produc- 
ción de AMR cielico (AMPc), que activa una proteina quinasa dependiente de AMPc. Esta 
enzima fosforila y activa ta fosforilasa guinasa que, a su vez, fosforila y activa la glucóge¬ 
no fosforilasa. La glucógeno fosforilasa cataliza ta degradación del glucógeno a glucosa- 
1 -fosfato. 
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Adicionalmente, se ha sugerido que la O-glicosiiación de proteinas nucleares y 
citosólicas puede desempeńar un papel regulador. 

Interacciones proteina-proteina 

Muchas proteinas estan formadas por multiples subunidades, cada una de las 
cuales es una cadena polipeptidica independiente. En algunas proteinas fas su¬ 
bunidades son identicas; en otras proteinas las subunidades son dos o mas poli- 
peptidos distintos. En cualquier caso la interacción entre los distintos polipeptidos 
es fundamental en la reguiación de la actividad de la proteina. La importancia de 
estas interacciones es evidente en muchas enzimas alostericas, como la asparta- 
to transcarbamiiasa, en la que la unión de una molecula reguladora aitera la con- 
formación de la proteina por cambios en las interacciones entre las subunidades. 

Muchas enzimas tambien estan reguladas por interacciones proteina-pro- 
teina. Un buen ejemplo es la proteina quinasa dependiente de AMPc, constitui- 
da por dos subunidades reguladoras y dos cataliticas (Fig. 7.39). En esta con- 
formación la proteina esta inactiva; las subunidades reguladoras inhiben la 
actividad enzimatica de las subunidades cataliticas. La enzima se activa por la 
unión del AMPc, el cual se une a las subunidades reguladoras provocando un 
cambio conformacional que conduce a la disociación del complejo; las subuni¬ 
dades cataliticas libres son proteina ąuinasas enzimaticamente activas. Por 
tanto el AMPc actua como un regulador alosterico alterando las interacciones 
proteina-proteina. 

Las proteinas reguladoras de la transcripción, tratadas en el Cap. 6, propor- 
cionan otro ejemplo importante de las interacciones proteina-proteina. Muchos 
factores de transcripción eucariotas funcionan como activadores o represores 
mediante interacciones proteina-proteina eon otros componentes de la maqui- 
naria responsablede la transcripción. Como se tratara en capitulos posteriores, 
interacciones proteina-proteina simiiares, que a su vez pueden ser reguladas 
por la unión de pequeńas moleculas y por procesos de fosforilación, desempe- 
nan, un papel fundamental en el contro! de muchos aspectos diferentes del 
comportamiento celular. 




Activa 



Degradación de protefnas 

La cantidad de proteinas en la celula esta regulada no solo por su tasa de sinte- 
sis sino tambien por su tasa de degradación, La vida media de ias proteinas 
celulares e s muy variable, desde pocos minutos a varios dias, y las diferencias en 
la tasa de degradación de proteinas es un aspecto importante en la reguiación 
celular. Muchas proteinas que son degradadas rapidamente actuan como mole¬ 
culas reguladoras, como por ejemplo los factores de transcripción. El rapido reci- 
claje de estas proteinas es necesario para que sus niveles se ajusten rapidamen¬ 
te en respuesta a los estimulos externos. Otras proteinas se degradan en 
respuesta a seńales especificas, siendo otro mecanismo de reguiación de la activi- 
dad enzimatica intracelular. Ademas, las proteinas defectuosas o danadas son re- 
conocidas y rapidamente degradadas en el interior de la celula, por lo que se elimi- 
nan las consecuencias de los errores producidos durante la sintesis de protefnas. 
En celulas eucariotas son dos las rutas principales que se encargan de la degrada¬ 
ción de proteinas: la vfa de la ubiguitina-proteasoma y la proteólisis lisosómica. 


Figura 7.39 

Reguiación de la proteina quinasa de¬ 
pendiente de AMPc. En el estado inacti- 
vo, la enzima consta de dos subunidades 
reguladoras (R) y dos subunidades catali¬ 
ticas (C). El AMR cielico se une a las su¬ 
bunidades reguladoras e induce un cambio 
conformacional que provoca su disocia¬ 
ción de las subunidades cataliticas. Las 
subunidades cataliticas libres son enzi¬ 
maticamente activas. 


Via de la ubirju i tina-proteaso rn a 

La ruta principal de la degradación selectiva de proteinas en celulas eucariotas 
usa la ubiquitina como un marcador de proteinas citosólicas y nucleares para 
una rapida proteolisis (Fig. 7.40). La ubiquitina es un polipeptido formado por 76 
aminoacidos altamente conservado en las celulas eucariotas (levaduras. ani- 
males y plantas). Las proteinas quedan marcadas para su degradación median- 
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te la unión de la ubiqjitina al grupo 
amino de la cadena lateral de un resi¬ 
dua de lisina, Moleculas de ubiquitrna 
adicionales se ańaden posteriormen¬ 
te para formar una cadena de varias 
ubiguitlnas. Estas proteinas poliubi- 
quitinadas son reconocidas y degra- 
dadas por un gran complejo eon mul- 
tiples subunidades y eon actividad 
proteasa llamado proteasoma. En 
este proceso la ubiquitina se libera, 
de tal manera que puede reutilizarse 
para otro dolo de degradación de pro¬ 
teinas. Es de destacar que tanto la 
unión de la ubiquitina como la degra¬ 
dación de las proteinas marcadas re- 
quieren energia en forma de ATP. 

Debido a que la unión de la ubiqui- 
tina marca las proteinas para una ln- 
mediata degradación, la estabilidad de 
muchas proteinas se determina por su 
capacidad para ubiquitinarse. La ubF 
guitinación es un proceso que ocurre 
en varias etapas. En primer lugar, la 
ubiquitina es actwada por la unión a 
una enzima activadora de ubiguitina, El. La ubiquitina posteriormente se transfie- 
re a una segunda enzima denominada enzima conjugante de la ubiquitina (E2). 
Finalmente la ubiquitina se transfiere a una proteina diana a traves de una tercera 
enzima llamada ubiguitina ligasa o E3, que es responsable del reconocimiento 
selectivo de los sustratos de proteinas adecuados. La mayoria de las celulas 
contienen un unico tipo de enzima E1 ? pero tienen varios tipos de E2 y varias 
famiiias de enzimas E3. Distintos miembros de la familia de enzimas E3 recono- 
cen distintos sustratos de proteinas, y es la especificidad de estas enzimas lo que 
marca selectivamente las proteinas celufares para fa degradación por el complejo 
ubiguitina-proleasoma. 

Un gran numero de proteinas que controlan procesos celuJares fundamenta- 
les, como la expresión genica y la profiferación celular, son dianas para los 
procesos de ublguitinación y proteolisis. Un ejemplo interesant© de esta degra¬ 
dación controlada lo proporcionan las proteinas (conocidas como ciclinas) que 
regulan la progresión a traves del ciclo celular de las celulas eucariotas (Fig. 
7.41). La entrada en mitosis de las celulas eucariotas esta controlada en parte 
por la ciclina B, que es una subunidad reguladora de una proteina quinasa lla¬ 
mada Cdc2 (vease Cap. 14), La asociación de la ciclina B eon la enzima Cdc2 
es necesaria para Ja activación de la guinasa Cdc2, que inicia los procesos que 
ocurren en la mitosis (incluyendo la condensación de los cromosomas y el de- 
sensamblaje de la envoltura nuclear) mediante la fosforilación de varias protei¬ 
nas celufares. La Cdc2 tambien activa un srstema de proteolisis mediada por 
ubiqurtina que degrada fa ciclina B cerca del finał de la mitosis. La degradación de 
la ciclina B inactiva a Cdc2, permitiendo que la celula salga de la mitosis y entre 
en la interfase del siguiente ciclo celular. La ubiquitinaeión de Ja ciclina B es un 
proceso altamente selectivo, guiado por una secuencia de 9 aminoaddos en la 
ciclina B llamada caja de destrucción. Las mutaciones de esta secuencia impiden 
la proteolisis de la ciclina B, lo que provoca que la celula se detenga en la mitosis. 
De esta manera se demuestra la importancla de la degradación de proteinas en 
el contro! de los procesos de la dtvisión celular. 

Pese a que la ubiquitinación generalmente dirige las proteinas hacia la de¬ 
gradación, la adición de ubiguitina a algunas proteinas puede cumplir otras fum 


Ubiquitina 



Figura 7.40 

Via de la ubiguitlna-proteasoma. Las protei¬ 
nas son marcadas para una rapida degradación 
mediante la unión covalente de varias moleculas 
de ubiguitina. La ubiquitina t primero, se activa 
por la enzima E1. La ubiquitina activada se trans¬ 
fiere a una de las distintas enzimas conjugantes 
de ta ubiguitina (E2). En la mayoria de los casos, 
ta ubiquitina se transfiere posteriormente a la ubi¬ 
guitina ligasa (E3) y luego a una proteina diana 
especifica. Mas moleculas de ubiguitina se ana¬ 
den posteriormente y la proteina poliubiquitinada 
es degradada por un complejo eon actividad pro¬ 
teasa (proteasoma). 


| Poliubiguitinación 




Proteasoma 




Peptidos 
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Figura 7.41 

Degradación de la ciclina durante el ci¬ 
clo cel u tar. La progresión de las celulas 
eucariotas a traves del ciclo celular es 
controlada en parte por la sintesis y de- 
gradación de la deliria B. una subunidad 
reguladora de la proteina quinasa Cdc2. 
La sintesis de ciclina B durante la interfa¬ 
se lleva a la formación de un complejo ac- 
tivo ciclina B-Cdc2 que induce la entrada 
en mitosis. La degradación rapida de la ci¬ 
clina B provoca la inactivación de la quina- 
sa Cdc2, permitiendo que la celula salga 
de mitosis y entre en la interfase del si- 
guiente ciclo celular 


ciones, Por ejemplo, la ublquitinación de ciertas proteinas sirve como marcador 
para la endocitosis, y la ubiquitinación de histonas puede constituir un elemento 
del «código de histonas^ estudiado en el Capitulo 6. Adicionalmente, las protei- 
nas pueden ser modificadas por la unión de otros polipeptidos relacionados eon 
la ubiquitina como SUMO (smali ubiquitin-relatedmodifier), que sirve para dirigir 
proteinas al nucleo y para la localización en dominios subnucleares (estudiado 
en el Capitulo 8). 


Proteólisis Iisosómica 

La otrą ruta principal de degradación de proteinas en las celulas eucariotas 
supone ta entrada de las proteinas a los lisosomas, Los lisosomas son organu- 
tos mdeados de membrana que contienen una serie de enzimas dige$tivas, 
incluyendo distintos tipos de proteasas (vease Cap. 9). Los lisosomas tienen 
mulliples funciones en el metabolismo celular, incluyendo la digestión de protei- 
nas extracelulares que entran en la celula por endocitosis T asi como el reciclaje 
gradual de organulos citoplasmaticos y proteinas citosolicas, 

El que las proteasas y otras enzimas digestivas esten contenidas en el inte¬ 
rior de los lisosomas previene la destrucción incontrolada de los distintos corn- 
ponentes celulares. Por lo tanto, para que ocurra la proteólisis Itsosómica, las 
proteinas de ta celula primero deben entrar en los lisosomas. Un mecanismo de 
captura de las proteinas celulares, la autofagia, se produce mediante la forma- 
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Figura 7A2 

Sistema lisosómico. Los lisosomas con- 
tienen varios tipos de enzimas digestivas, 
incluyendo proteasas. Los lisosomas cap* 
turan las proteinas mediante la fusión de 
estos eon vesiculas autofagosómicas. Es- 
tas se forman al quedar envueltas zonas 
del citoplasma o distintos organulos en 
vesiculas membranosas originadas en el 
reticulo endoplasmico. Esta fusión origina 
un fagolisosoma que digiere el contenido 
del auiofagosoma. 



Mitocondria 


Autofagosoma 


Fagolisosoma 


Reticulo 
endoplasmico 


Lisosoma 


ción de vesiculas (autofagosomas) de tal manera que pegueńas areas del cito- 
plasma u organulos citoplasmaticos se rodean de membrana que procede de! 
reticulo endoplasmico (Fig, 7.42). Estas yesiculas se fusionan eon tos lisosomas 
y las enzimas lisosómicas digestivas se encargan de digerir su contenido. La 
captura de proteinas en los autofagosomas parece ser un proceso no selectivo, 
eon lo cua! ocasiona una degradación de proteinas citosólieas de vida larga. 

La autofagia esta regulada en respuesta a la disponibilidad de nutrientes y 
durante el desarrollo de los organismos multicetulares. La autofagia generał- 
mente se activa bajo condiciones de ausencta de nutrientes, permitiendo a las 
celulas degradar proteinas no esenciales y organulos para que puedan reutili- 
zarse sus componentes. Ademas, la autofagia juega un papef importante en 
diversos procesos del desarrollo, como la metamorfosis de insectos, que impli- 
ca una amplia remodelación de los tejidos y degradación de componentes celu- 
tares. 


PALABRAS CLAVE 




TRADUCCIÓN DEL ARNm 


RESUMEN 



ARNt. anticodón, aminoacii ARNt ARNs de transferertcia : Los ARNs de transferencia sirven como adaptado- 

sintetasa res que alinean los aminoacidos en el molde de ARNm. Las aminoacii ARNt 

sintetasas unen los aminoacidos a los ARNt correspondientes, fos cuales se 
unen a los codones del ARNm por complementariedad de bases. 

ribosoma, ARNr Ribosomas: Los ribosomas estan formados por dos subunidades, com- 
puestas de proteinas y ARNs ribosómicos. Ef ARNr 238 es el principal catali- 
zador de la formación de l en lace peptrdico. 
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Organización de los ARNm e iniciación de la traducción: La traducción 
de los ARNm procariotas y eucariotas se inicfa eon un residuo de metionina. 
En bacterias, los codones de iniciación estan precedidos por una secuencia 
que aiinea el ARNm en los ribosomas eon el ARN 16S por apareamiento de 
pares de bases, En eucariotas, los codones de inciación se identifican por el 
rastreo a partir del extremo 5 F del ARNm, que es identificado porque tiene 
una caperuza <«cap») de 7-metil guanosina. 

Proceso de traducción La traducción se tnicia por la unión del metionil 
ARNt y el ARNm a la subunidad ribosómtca pequena. La subunidad ri- 
bosómica grandę se une at complejo y la cadena polipeptidica crece hasta 
que el ribosoma eneuentra un codón de terminación en el ARNm. Varios 
factores no ribosómicos son necesarios para los procesos de iniciación, 
elongación y terminación tanio en las celulas procariotas como eucariotas. 

Regutación de ta traducción: La traducción de los distintos ARNm puede ser 
regulada por la unión de protemas represoras y protemas que localizan los 
ARNm a regiones especificas de las celulas. La poliadenilación controlada 
del ARNm tambien es un mecanismo importante para la regulación de latradue- 
ción durante el desarrollotemprano. Adicionalmente, la traducción de alg unos 
ARNm esta controlada por ARNs no codificiantes que dirigen la degradación 
de ARNm homólogos mediante la interferencja de ARN. Finalmente la activi- 
dad traduccfonal generał de las celulas puede ser regulada por la modificación 
de los factores de iniciación, 

PLEGAMIENTO Y PROCESAMIENTO DE PROTEINAS 

Chaperonas y piegamiento de protemas: Las chaperonas moleculares fa- 
cilitan el piegamiento intracelular de las cadenas polipeptfdicas en la confor- 
mación trldimensional apropiada mediante la unión a y la estabilización de 
cadenas polipeptfdicas desplegadas o parcialmente plegadas. 

Enzimas y piegamiento de protemas : Al menos dos tipos de enzimas, la 
proteina disulfuro isomerasa y la peptidil proiil isomerasa, catalizan el plega- 
miento de protemas. 

Escisión de protemas : La proteólisis es un mecanismo importante en el 
procesamiento de muchas protemas. Por ejemplo, las protemas secretadas 
y las protemas incorporadas a la mayoria de los organulos son marcadas 
para dirigirse a sus destinos mediante secuencias amino terminales que son 
eliminadas por escisión de protemas cuando las cadenas polipeptfdicas pa- 
san a traves de la membrana. 

Glicosiiacion Muchas protefnas eucariotas, en particular las secretadas y 
las incorporadas a la membrana plasmatica, son modificadas por la adición 
de carbohidratos en el reticulo endoplasmico y en el aparato de Gofgi. 

Union de ftpidos Con frecuencia, la unión de lipidos por enlaces cova!entes 
marca y ancla las protemas a la membrana plasmatica, 


REGULACIÓN DE LA FUNCIÓN DE LAS PROTEINAS 

Reguiación por peąueńas moieculas. Muchas protefnas estan reguladas por 
la unión de pequenas moieculas, como aminoacidos y nudeótidos, que inducen 
cambios en la conformación y actividad de fas protefnas. 

Fosforilación de protemas: La fosforilación reversible controla la actividad 
de una gran variedad de protemas celulares T y es debida a la actividad de 
proteina quinasas y fosfatasas. 


region 5 no codificante, polic i stronico, 
monocistrónico, region 3 T no codificante 
secuencia Shine-Delgarno 


factor de iniciación, factor de 
elongación, factor de liberación, 
polisoma 


chaperona t proteina de choque termico, 
chaperonina 


proteina disulfuro isomerasa, preptidit 
proiil isomerasa 


proteólisis, secuencia senal, peptidasa 
de serial 


glicosiiacion, glicoproteina, dolicol 
fosfato 


N-miristoilación, prenilación, 
palmltoilación, glicolipido, 
glicosiifosfatidtli nositol (GPJ) 


regulación alosterica 


proteina guinasa, proteina 
serina/treonina quinasa, proteina 
tirosina guinasa, proteina fosfatasa 
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ubiquitina, proleasoma 


lisosoma, autofagia 


Preguntas 

1 P E. coli contiene 64 codones dtferen- 
les en sus ARNm, 61 de los cuales codifi- 
can aminoacidos. ^Como pueden sinteti- 
zar pro tai nas si solo poseen 40 ARNt 
diferentes? 

2. i En que dirección traduce un riboso 
ma a un ARNm, y en que dirección es 
sintetizada la cadena polipeptidica? 

3. Desea expresar un ADNe (AON com- 
plementario) eurcariótico clonado en 
bacterias. ^Que tipo de secuencia debe 
anadirpara que ese ARNm sea traductdo 
por los ri boso mas procariotas? 

4. Discule las evidencias de que ei 
ARN ribosómico es el principal compo- 
nenie catalftico del ri boso ma. 
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Interaccionesprotema-protema: Las interacciones entre las cadenas poli- 
peptidicas son importantes en la regufación de las enzimas alostericas y de 
otras proteinas celulares. 

DEGRADACJOM DE PROTEINAS 

Ruta de la uhiquitina-proteasoma El principal mecanismo selectivo de de- 
gradación de proteinas en las cetulas eucariotas utiliza Ja ubiquitina como un 
marcador que etiqueta las proteinas para una rapida proteóIJsis por el pro¬ 
teasoma. 

Proteólisis iisosómica : Las proteasas Itsosómicas degradan las proteinas 
extrace!ulares captadas mediante endocitosis y son las responsables de la 
lenta degradación de organulos citoplasmaticos y de proteinas citosólicas de 
vida larga. Alg u nas proteinas son marcadas para su degradación selectiva 
en los lisosomas como respuesta a la falta de nutrientes. 


5* En los óyuIos fertilizados* ćque efec- 
to se esperaria que lendria un inhibidor 
de la poliadenilación sobre la sintesis 
proteica? 

6. ^Quś son las ehaperonas? 

7* i?ot que resulta beneficiosa para la 
sintesis de proteinas de choque lermico 
su inducción por exposldón de las celu¬ 
las a temperaturas elevadas? 

8. Durante el estudio de la auxina sodio 
fenitacetato de plantas, deseubre śsta in- 
hibe la sintesis de grupos farnesii. Pues- 
to que ha cursado estudios generales de 
Biologia Gelular, reconoce inmediata- 
mente sus impłicaeiones potencja fes para 
potencialmenie tratar el cancer que im p lica 
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a proteinas Ras anormalmente activas. 
^Cómo cree que el fenilacetato afectaria 
a la función de Ras, y por que deberia te- 
ner pocos efectos secundarios? 

9. Usted esta interesado en el estudio 
de una proteina expresada en la superfi- 
cie de los hepatocitos. ^Cómo podna de- 
lerminar, tratando estas celulas eon una 
fosfolipasa, si estas proteinas son trans- 
membrana o si estan unidas a la superfi- 
cie celular mediante el GPI? 

10. ^Gual es la evidencia de que la ubi- 
ąuitinación y degradación de proteinas 
especlficas por proteosomas requiere 
una secuencia diana especifica en la pro¬ 
teina? 


Kozak, M. 1991, Structural fealures in eukary- 
otic mRNAs that modni a tc the initiation 
of translation, /. Bioi Chan. 266: 19867- 
19870 [R] 

Moorcy P. B. and T. A. Stcitz. 2002.The inyol- 
vement of RN A in ribosome function, Nfl- 
htre 418:229-235. [RJ 

Missen, P., |. Han sen, IM, Ban, P. B. Moore 
and T A. Steitz. 2000, The structural basis 
of ribosome acdvily in peptide hond 
synthesis. Science 289; 920-930. [P] 

Molier, H. F., V, Hoffarth and L. Zimniak. 
1992. Unusual res i stance of peptidyl 
transferase (o protein extraction pmcedu- 
res. Science 256; 1416-1419. [PJ 
Nomura, M. 1997. Reflecticsns on the days of 
ribosome reconstitution research, Trends 
Blochem. Sci 22: 275-279. [R] 
Ramakrishnan, V* 2002, Ribosome structuro 



Cap 1 1uIo 7 • Sfntesis de proteinas, procesamiento y regulación • 319 


nd the meehanism of translation, Cdi 
108: 557-572. [R] 

Sachs, A, LI, P. Samów and M. VV r Hen t ze. 
1997. Starling at the beginning, middlc, 
and end: Translation mitiatinn in eukaryo- 
tes. Cdi 89: 831-838. |R] 

Saks, M, E., J, K, Sampson and J. N. AheJson. 
1994. The transfer RN A identity problem: 
Asearćh for mles. Science 263: 191-197. [R] 
Wilson, K. 5. and H. F. Noller. 1998, Mol ecu - 
lar movement inside the translational en- 
ginę. Celi 92: 337-349. [R] 

Wimberly, B, T., D. F. Bmderson, W. M. Cle- 
rnons, R. J. Morgan-Warren, A. P* Carter, 
C. Yonrhein, T. Hartrsch and V, Ramak- 
rishnan. 2000, Struciu rc of the 305 riboso- 
mai subunit. Naturę 4U7: 327-339. [Fl 
Yusupoc, M. G. Z. Yusupova, A. Bau- 
com, K. Lieberman, T, NH, Famest, J. IJ. 
IX Cate and H. F, Noller. 2001. Cryslal 
structure of the ribosome at 5.5 A resolu- 
Uon. Science 292: 88.3-896. |P] 

ZamOre, P. D. 2002. Ancien! pathways pro- 
grammed by smali RN As Science 296: 
1265-1269, [R] 


Piegamiento y procesamiento 
de proteinas 

Braig, K., Z. Otwinowska K- I łegde, D. C 
Bolsvert, A. Joactumiak, A, I,. Horwich 
and P r B. Sigler. 1994. The crystal structure 
of the bacterial chaperonin Gro El. at 2.8 A. 
N«fałv371: 578-586. [P] 

Dalbey, R 1 . and G. von I leijne. 1992. Signal 
peptidases in pro kary ot es and eukary- 
otes—a new protease family. Tremlś Blo¬ 
chem, Sci. 17: 474-478. |RJ 
Englnnd, P, T, 1993, The slructureand biosy- 
nthesis of glycosylphitephatidylinositol 
protein anchors. Ann. Ret*. Biochenu 62: 
121-138. |R| 

Fara/J, T. A., G. Waksman and f i Gordon. 
2001. I he biology and enzymology of pro¬ 
tein N-myristoylation. Ann. Rem Blochem. 
276: 39501 -39504. (R| 

Gahmberg, C. G. and M Tulvanen. 1996. Why 
mammalian celi sur face proteins are glyco- 
proteins, Trend* Błochem. Sd. 21: .308-311. [R| 
Gething, M.-J. and J. Sambrook, 1992 Protein 
folding in the celi. Naturę 355: 33-45. [R] 

I fartl, EU. and M. Hayer-Hartl, 21X12. Mole¬ 
cular cha peron es in thecytosol: froin nas- 
cent chain to folded protein. Science 295: 
1852-1858. [R] 

Helenius, A. and A. Markus. 2(X)1, 1 n tracę- 
llular fnnetions of N-linked glycans. Scien¬ 
ce 291: 2364-2369. [R] 


Hirsćhberg, C B. and M. D. Srdder. 1987, To- 
pography of glycosylation in the rough 
endoplasmic reticulum and Golgi appara- 
tus. Ann. Ren. Blochem. 56: 63-87, [ R] 
Kornfield, R. and S. Kornfield 1985, Assem- 
bly of asp ara ginę-lin kod oligosaccharides. 

Ann, Rev. Blochem, 45: 631-664. IR | 
Sehiene, C, and G. Fischer. 2000. Enzymes 
ihat ca ta łyse the restructuring of proteins. 
Curr. Opin , Struć . Bioi 10: 40-45. |R] 
Sigler, P. B., Z. Xu, H, 5. Rye, S. G, Burston, 
W* A. Fenton and A, L. Horwich, 1998. 
Structure and function in GroHL-media- 
ted protein folding. Ann. Rep. Bfcehem. 67: 
581-608. [R] 

Udenfriend, 5. and K. Kodu ku la. 1995. Ho w 
glycosylphosphatidylinositol-anchored 
membrano proteins are madę. Ann. Rm, 
Blochem . 64: 563-591. [R] 

Wells, I.., K. Yossełler and G. W, Hart, 2001. 
Glycosylation of mideocytoplasmic pro¬ 
tein s: signal transduction and O-GlcNAc. 
Science 291: 2376-2378. [R] 

Young„ J, C., l, Moarefi and F. U. Marti. 2001. 
Hsp90: a specialized but essential protein- 
foldtng took /. Celi EM. 154: 267-273. [R1 
Zhang, F. L. and P. j. Casey. 1996. Protein 
prenylation: Molecular mechanisms and 
functional consecjuences, Ann. Reo. Blo¬ 
chem. 65:241-269. [KJ 

Repu la cuh 11 fe la fu nción 
de las proteinas 

Bar ford, D. 1996. Molecular mechanisrm of 
the protein serine|threonine phosphata- 
ses. Trend* Blochem. ScL 21: 407-412, [K] 

FaLiman, E. B. and M. A. Saper. 1996. Struc¬ 
ture and function of the protein tyrosine 
phosphatases. Trend s Blochem. Sci. 21:413- 
417. [RJ 

Fischer, E. H. and E. G. Krebs. 1989. Co in¬ 
ni en ta rv on 'The phosphorylase (i to z con- 
verting enzyme of rabbit skeletal niuscle/' 
Bioclnm. Biaphys. Ada 1000: 297-301. [R] 
Hanks, S. K v A. M. Quirm and T. Hunter. 
1988, The protein kinase family: Conser- 
ved fentures and deduced phylogeny of 
the catalytic domains. Science 241: 42-52. 

|R| 

Hunter, T 1995, Protein kinases and phosp- 
hatases: Tl>e yin and yang of protein 
phosphorylation and signaling. Cdi 80: 
225-236. [R] 

Manning, G., O. D. Plowman, T. Hunter and 
S Sudarsanam. 2002, Evoiution of protein 
kinase signal i ng from yeast to man. Trend* 
Blochem. Sci. 27: 514-520. [R] 


Milburn, M. V., L Tong, A. M, DeVos, A. 
Brnnger, Z. Yamnizumi, S. Nishimura and 
S,-H. Kim. 1990. Molecular switch for 
signal transduction: Structural differences 
between active and inactiye forms of pro- 
tooncogenic ras proteins. Science 247: 939- 
945. [f 1 ! 

Monod,].-P, Changeux and F. Jacob. 1963. 
Allosteric proteins and celi u lar contro I 
systems. /. MoL Bioi 6: 306-329. [P] 

Stani I er, j. S., S. La mas and P. C Fang. 2001- 
Nitrosylalion: the prototypie redox-based 
signalingmechanism. Celi 106: 675-683. |Rf 
Taylor, S, S. H 13. R. Knighton, j. Zheng, L F, 
R* Eyck and ]. M. Sowadski, 1992, Structu¬ 
ral framework for the protein kinase fa¬ 
mily. Ann. Rev. Celi Bioi 8: 429-462. [R] 
Vetter, L R. and A. Wiltinghofer. 2001. I he 
g u anine nucleo l i de-bind ing s w i Ich i n th ree 
dimensions. Science 294: 1299-1304. [R] 

Degratlación de proteinas 

Conaway, R. C v C S, fi rower and j. W. Co- 
naway. 2002. Emerging roles of ubiquitin 
in transcriptional regułation. Science 296: 
1254-1258. | R] 

Coux, O., K. Tanaka and A. I- Goldberg. 
1996, Structure and functiom of the 20S 
and 26S proteasomes. Ann. Rem Biochent. 
65: 801 -847. [R) 

Glotzer, M., A. W. Murray and M W. Kirs- 
chner. 1991. Cyclinis degraded by the ubi- 
quitin pathway. Naturę 349: 132-138, [P] 
l lershku, A. and A. Ciechanoyer, 1998. The 
ubitjuitin system. Ann. Ren. Blochem. 67: 
425-479. [R] 

Jackson, P, K. 2001. A new RING lor SUMO: 
wrestling transcriptional respoases into 
nudear bodies with PI AS family E3 SUMO 
ligases. Cenes Dcm 15: 3053-3058. [R] 
Jackson, P. K., A. C. Eldridge, E, f reed, L, 
Furslenthal, j. Y. Hsu, B, K, Kaiser and |. 
L). K. Reimann. 2000. The kire of the 
RINGs: s u b stratę recognition and ca tal- 
y.sLs by ubiquitin ligases, Trend* Ccii Bioi. 
10: 429-439. |R] 

Klionsky, D, J. and S. L>. Emr. 2000, Autop- 
hagy as a reguła ted pathway of cel lula r 
degradation. Sdciur 290: 1717-1721. jR| 
Lancy, J. D. and M. Hochstrasser. 1999. 
Su bs tratę targeting sn the ubtquitin 
system, Cd! 97: 427-430. |R| 

Piekart, C, M. 2001 Mechanisrns underlying 
ubiquitination, Ann , Rei*. Blochem. 70: .503- 
533. [RJ 




Sección 



Estructura y 
junción celulares 



8 Nucleo 

9 Distribución y trans porte de p rotę (nas 
W Bioenergetica y metabolismo 

11 Citoesąueleto y ni ovim i en to cel ula r 

12 Superficie celular 




Efwueita nuclear y trafico entre 
el nucleo y el citoplasma 323 

Organización interna del nucleo 335 

Nucleolo 339 

El nucleo durante la mitosis 345 

EXPEfllMENTO CLAVE: 

Identificación de las senales 
de localización nuclear 330 


Medicina MOLECULAn: 

Enfermedades de la lamina nuclear 340 


A existencia del nucleo es la garagteristica princfal que diferencia las 



celulas eucariotas de las celulas procariotas, Por contener el genoma 


Lh celular, el nucleo sirve de almacen de la informaeión genetica y como 
centro de contro! celular La replicación del ADN, la transcripción y el procesa- 
miento del ARN ocurren en el interior del nucleo, y solo la ultima etapa de la 
expreslón genica (traducción) tiene lugar en el citoplasma. 

Debido a que la envuelta nuclear separa el genoma del citoplasma, la expre- 
sión genica esta regulada por mecanismos exclusivos de los organismos euca¬ 
riotas. Mientras que los ARMm procariotas son traducidos a la que vez que 
ocurre la transcripción, los ARNm eucariotas sufren procesos postranscripcio- 
nales (p. ej., corte-empalme o splicing ) antes de ser transportados desde el 
nucleo al citoplasma. La presencia de un nucleo, por tanto, permite que la ex- 
presión genica sea regulada por mecanismos postranscnpcionales, como el 
splicing alternativo. Debido a que la envuelta nuclear limita el acceso de las 
protemas al materia! genśtico, proporciona nuevas posibilidades para el control 
de la expresión genica a nivel de la transcripción. Por ejemplo, la expresión de 
algunos genes eucariotas se centrala a traves de la regulación del transporte de 
los factores de transcripción desde el citoplasma al nucleo—un mecanismo de 
regulación transcripcional inexistente en procariotas—. Por lo tanto, la separa- 
ción entre el genoma y el lugar de la traducción del ARNm desempeńa un papel 
fundamental en la expresión genica en las celulas eucariotas. 


Ermielta nuclear y trafico entre el nucleo 
y el citoplasma 

La envuelta nuclear separa el contenido del nucleo del citoplasma y proporciona 
un armazón estructural al nucfeo. Las membranas nucleares actuan como una 
barrera selectiva que impide el librę paso de las moleculas entre el interior nu¬ 
clear y el citoplasma, manteniendolos como dos compartimentos metabólica- 
mente independientes. Los unicos canales en la envuelta nuclear estan repre- 
sentados por los complejos de poro nucleares, que permiten un intercambio 
controlado de moleculas entre el nucleo y el citoplasma El trafico selectivo de 
protemas y ARNs a traves do los complejos de poro nucleares no solo mantiene 
la composición interna del nucleo sino que tiene un papel clave en la regulación 
de la expresión genica. 
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Figura 8.1 

Envue!ta nuclear. (A) Microg rafia elec- 
trónica de un nucleo. Las membranas nu¬ 
cieares interna y externa se unen en los 
comptejos de! poro nuclear (flechas). (B) 
La micrografia electrónica muestra ia 
continuidad de la membrana nuclear ex- 
terna eon el retfeulo endoplasmico, (C) 
Esquema de la envuelta nuclear. La 
membrana nuclear interna esta en con- 
tacto eon la lamina nuclear, que sirve de 
anclaje para la cromatina, (A. David M. 
Phillips/Photo Researchers, Inc; B, corte- 
sia de! Dr. Werner W. Franke, German 
Cancer Research Center, Heidelberg.) 
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Estmctuni de la enpueltn nuclear 

La erwuelta nuclear posee una estructura compleja, constituida por dos mem- 
branas nucieares, la lamina nuclear en su cara interna y por los complejos de 
poro nucieares (Fig. 8.1). El nucleo esta delimitado por un sistema de dos mem- 
brartas concentricas, las membranas nucieares interna yexterna. La membra¬ 
na nuclear externa se continua eon la membrana del reticulo endoplasmico, por 
lo que tiay una comunicación directa entre el espacio intermembrana y el lumen 
del reticulo endoplasmico. Ademas la membrana nuclear externa es funcionat- 



















Capitulo 8 * Nucleo • 325 



0,5 /im 


mente similar a la del reticulo endopiasmico (vease Cap. 9) y tambien posee 
ribosomas adhertdos a su superficie citoplasmattca. Por el contrario, la mem¬ 
brana nuclear interna tiene proteinas unicas que son especificas para el nucleo, 
como aquellas que unen la matriz nuclear de laminas (estudiada mas adelante). 

La función principal de las membranas nucieares es actuar como una barre- 
ra que separa el contenido del interior nuclear del citoplasma. Como otras mem¬ 
branas celulares, la membrana nuclear es una bicapa fosfolipidica, permeable 
solo a pequeńas moleculas apolares (vease Fig. 2.49). Otras moleculas son 
incapaces de difundir a traves de esta bicapa fosfolipidica. Las membranas in¬ 
terna y externa se unen en los complejos de poro nuclear, siendo los unicos 
canales que permiten el paso de pequenas moleculas polares y de macromole- 
culas a traves de la envuelta nuclear (Fig. 8.2). Como se estudiara en la sección 
siguiente. e! complejo del poro nuclear es una estructura compleja responsable 
del trafico selectivo de proteinas y de ARNs entre el nucleo y el citoplasma. 
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Figura 8.2 

Micrografia electrónica que muestra 
los poroś nucieares. Se observan mu- 
chos poroś nucieares (flechas) en esta 
p repa rac ión por criofractura de la envuel- 
ta nuclear. (Photo Besearchers, Inc.) 


Figura 8.3 

Micrografia electrónica de la lamina 
nuclear. La lamina es una red de filamen- 
tos por debajo de la membrana nuclear in¬ 
terna. (De U. Aebi, L Cohn, L. Buhle y L. 
Gerace, 19S6. Naturę 323:560.) 
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Figura 8.4 

Modelo de ensamblaje de las lami- 
nas. Las Jóminas forman dfmeros en los 
que las regiones centrales en 2 -hślice de 
dos cadenas polipeptfdicas se enrollan 
una sobre otrą, Un nivel superior de en¬ 
samblaje seria la asociación cabeza eon 
cola de los dmneros para forma r polime- 
ros lineales y la asociación en paralelo de 
estos para constiłuir filamentos. 


Subyacente a la membrana nuclear interna se localiza la lamina nuclear, 
una red fibrosa que proporciona soporte estructural al nucleo (Fig, 8.3), La lami¬ 
na nuclear esta compuesta por una o varias protemas relacionadas llamadas 
laminas, Por ejemplo, la mayona de las celulas de mamiferos contienen cuatro 
tipos distintos de laminas llamadas A ? B v B 2 y C. Todas las laminas son protei- 
nas fibrosas de 60 a 80 Kilodaltons (kDa), relacionadas eon las protemas de los 
filamentos intermedios del citoesgueieto (vease Cap. 11). Al igual que las otras 
protemas de los filamentos intermedios, las laminas se ensamblan entre eJlas 
para formar filamentos (Fig. 8.4). El primernivel de asociación es la interacción 
entre dos laminas para formar un dfmero en el que las zonas 2 -helice de dos 
polipeplidos estan enrolladas una alrededor de otrą en una estructura Jlamada 
“bobina o espiral enrolJada» (coifed coli). Los dimeros se asocian entre si dan- 
do lugar a fos filamentos que constituyen la lamina nuclear. La asociación entre 
las laminas y la membrana nuclear interna esta facilitada por la adición postra- 
duccional de lipidos —en particuiar, la prenilación de los residuos de cistefna 
carboxilo terrmnales (vease Fig, 7.32)—. Ademas, las laminas interaccionan 
eon protemas de la membrana nuclear interna, mediando su unión a la envuelta 
nuclear y localizando y organizandolas en el interior nuclear. 

Una matriz de laminas nudeares de organización mucho mas laxa se extien- 
de hacia el interior del nucleo. Estas laminas sin/en como sitios de unión para la 
cromattna. La cromatina en el interior del nucleo se organiza en grandes bucles 
de ADN, y regiones especificas de estos bucles se unen a la matriz de laminas. 
La organización iaminar normal es esencial para la repiicación del ADN y puede 
jugar un papel en la regulación de la transcripción. 


Co w ple jo del poro nucleo r 

Los comptejos del poro nuclear son los unicos canales a traves de los cuaies 
pueden viajar pequeńas mofeculas potares, iones y macromoleculas (protefnas 
y ARNs) entre el nucleo y el cifoplasma, El complejo del poro nuclear es una 
estructura muy grandę eon un diametro de aproximadamente 120 nm y un peso 
molecular estimado de aproximadamente 125 milfones de daltons —unas 30 
veces el tamaho de un ribosoma—. En los vertebrados, el complejo del poro 
nuclear esta compuesto por 50-100 protemas distintas. Mediante el contro! def 
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trafico de moieculas entre el nucleo y el citoplasma, el complejo de! poro nuclear 
tiene un papel fundamental en la fisiologfa de todas las celulas eucariotas. Las 
moieculas de ARN que son sintetizadas en el nucleo deben ser exportadas de 
manera eficiente al citoplasma, donde interwenen en la sintesis de proteinas. 
Por otro lado, las proteinas necesarias para las funciones nucleares (p. ej,, fac- 
tores de transcripción) deben entrar en el nucleo procedentes de los lugares de 
sintesis en el citoplasma. Ademas, muchas proteinas sufren un trasiego conti- 
nuo entre el nucleo y el citoplasma, 

Dependiendo de su tamańo, las moieculas pueden pasar a traves de! com¬ 
plejo del poro nuclear medianie uno de dos mecanismos diferentes (Fig. 8.5). 
Las moieculas pequeńas y algunas proteinas eon un peso molecular Interior a 
50 kDa. pasan libremente a traves de la em/uelta nuclear en ambasdirecciones: 
del citoplasma al nucleo o del nucleo al citopiasma indistintamente. Estas mole- 
culas difunden de manera pasiva a traves de los canales acuosos abiertos, los 
cuales tienen un diametro estimado de aproximadamente 9 nm, en el interior del 
complejo del poro nuclear. La mayoria de las proteinas y ARNs, sin embargo, 
no son capaces de pasar por estos canales abiertos. Estas macromoleculas 
atraviesan el compiejo del poro nuclear medianie un proceso activo, en el que 
las proteinas y los ARNs adecuados son reconocidos y transportados seiectiva- 
mente en una dirección especifica (del nucleo al citoplasma o de! citoplasma al 
nucleo). 

La visualización de los complejos del poro nuclear por microscopia electróni- 
ca revela una estructura eon una simetria de octamero organizada alrededor de 
un canal central grandę (Fig. 8.6). que es la via que utilizan las proteinas y los 
ARNs para atravesar la envuelta nuclear, Otros estudios estructurales mas de- 
tallados, incluyendo el analisis de imagenes por ordenador, han permitidocons- 
truir modelos tridimensionales del complejo del poro nuclear (Fig, 8.7). Estos 
modelos muestran que el complejo del poro nuclear esta formado por ocho ra- 
dios ensamblados alrededor de un canal central. Estos radios estan unidos a 
dos anillos, uno en la superficie nuclear y otro en la citoplasmatica. y esta es¬ 
tructura de radio-anillo esta anclada a la envuelta nuclear en los sitios de fusión 
entre las membranas nuclear interna y externa. Filamentos de proteinas se ex- 
tienden desde el anillo citoplasmatico y nuclear, formandose una estructura ca- 
racteristica en forma de cesta en el lado nuclear. Cambios en la conformación 
del canal central durante el paso de macromoleculas modifican su apertura des¬ 
de 9 nm hasta 40 nm, lo que es lo suficientemente amplio como para acomodar 
a las mayores particulas capaces de atravesar la envuelta nuclear. 
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Figura 8.5 

Trafico motecutar a traves de los com¬ 
plejos del poro nuclear. Las moieculas 
pequeńas son capaces de atravesar rapi- 
damente los canales abiertos del comple¬ 
jo del poro nuclear por dtfusión pasiva. 
Por el contrario, las macromoleculas son 
transportadas por mecanismos selectivos 
dependientes de energia que intervienen 
principalmente para importar proteinas al 
nucleo y exportar ARNs al citoplasma. 


Figura 8.6 

Micrografia electrónica de los comple¬ 
jos del poro nuclear En esta vista fron- 
tal, los complejos del poro nuclear parecen 
estar constituidos por ocho subunidades 
estructurales alrededor de un canal cen¬ 
tral. (Cortesfa del Dr. Ron Milligan, The 
Scripps Research Institute.) 
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Figura 8,7 

Modelu del complejo de! poro nuclear, 

El complejo se organ iza en ocho radios 
unidos a sendos anillos en la cara cito- 
plasmatica y nudear de !a envuelta nu¬ 
clear. loda la estructura radio-anillo se 
ensambla alrededor de un canal central. 
Los filamentos citoplasmaticos se extien- 
den desde el anillo citoplasmatico, y los fi- 
lamentos que forman la estructura en for¬ 
ma de cesta se extienden desde el anillo 
nuclear. 
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Transporte selectivo de pro te mas desde y hacia el nucleo 

El mecanismo del trafieo selectivo a traves de la erwuelta nudear se eneuentra 
mejor caracterizado en el caso de las proteinas que son importadas desde el 
citoplasma al nucleo. Estas proteinas son las responsables de todas las carac- 
teristicas de la estructura y de la función de! genoma; incluyen las histonas, las 
AON polimerasas, las ARN polimerasas, factores de transcripción, factores de 
spficing y muchas ot ras. Estas proteinas se etiquetan para ser destinadas al 
nucleo eon secuencias de aminoacidos especfficas, denominadas seńales de 
localizactón nuclear, que dirigen su transporte a traves dei complejo del poro 
nuclear. 

AJan Smith y colaboradores, en 1984, caracterizaron en detalle la primera 
seńal de localización nudear. Estos investigadores estudiaron el antigeno T del 
virus de simio SV40 t una proteina codificada por el virus que inicia la replicación 
del ADN viral en las celulas infectadas {vease Cap. 5). Como era de esperar en 
una proteina que interviene en la replicación, el antigeno T se suele localizar en 
el nucleo. La seńal responsable para su localización nuclear se identifico al en- 
contrarse que una mutación en un unico residuo de lisina impide que el antigeno 
T se transporte al nucleo, lo que da lugar a su acumulación en el citoplasma de 
!a celula infectada. Estudios posteriores caracterizaron la seńal de localización 
nuclear del antigeno T como una secuencia formada por siete aminoacidos: 
Pro-LyS"Lys-LyS“Arg-Lys-VaL Esta secuencia no solo era necesaria para el 
transporte nuclear del antigeno T r sino que al ańadirse a otras proteinas, nor¬ 
ma! me nte citoplasmaticas, causaba su acumulación en el nucleo. 

Desde entonces se han identificado seńales de localización nuclear en mu¬ 
chas otras proteinas. La mayoria de estas secuencias, como la del antigeno T, 
son cortas y ricas en aminoacidos basteos (lisina y arginina). En muchos otros 
casos, sin embargo, los aminoacidos que forman la seńal de localización nuclear 
estan juntos pero no necesariamente contiguos en la secuencia. Por ejemplo, la 
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Figura 8.8 

Senales de localización nuclear. La seńai de locali- 
zación nuclear del antigeno T es una eorla secuencia 
de aminoacidos, Por el contrario, la senal de localiza¬ 
ción nuclear de la nucleoplasmina es una secuencia 
bipartita, formada por una secuencia Lys-Arg separa- 
da por diez aminoacidos de otrą secuencia Lys-Lys- 
Lys-Lys. 


senal de focalización nuclear de la nucleoplasmina (una proteina que participa en 
el ensamblaje de la cromatina) consta de dos partes: una secuencia Lys-Arg se- 
parada por diez aminoacidos de otrą secuencia de cuatro lisinas (Fig. 8.8). Tanto 
las secuencias Lys-Arg como Lys-Lys-Lys-Lys son necesarias para el transporte 
nuclear poro los diez aminoacidos entre estas secuencias pueden sufrsr mutacio- 
nes sin afectar ai transporte nuclear. Debido a que esta secuencia de localización 
nuclear esta compuesta por dos elementos separados, se denomina secuencia 
bipartita. Parece ser que motivos bipartitos similares actuan como senales de 
iocafización en muchas otras proteinas nucleares, e incluso puede que sean mas 
freeuentes que la serial de localización nuclear sencilla del antigeno T. Mientras 
que muchas senales de localización nuclear consisten en estos residuos amL 
noacidicos basicos, a menudo denominado seńai de localización nuclear basica 
o «clasica» f las secuencias aminoacidicas y estructuras de otras senales de 
localización nuclear vanan considerablemente. 

Dos tipos de proteinas juegan papeles cnticos en el importe de proteinas a 
traves del complejo det poro nuclear: un receptor de transporte nuclear y una 
pequeńa proteina que se une a GTP denominada Ran, relacionada eon las 
proteinas Ras. Existen dos tipos de receptores de transporte nuclear (carioferi- 
nas): lasimportinas, quetransportan macromoleculasal interior nuclear desde 
el citoplasma. y las exportinas ? que exportan macromoleculas desde el nucleo 
hasta el citoplasma (Tabla 8,1). Algunas importinas (Kap/71) actuan eon una 
carioferina adaptadora (Kaps) formando un hete rod i mero, que im porta proteF 
nas que contienen la seńai de localización nuclear basica. 


TABLA 8.1- Cartoferinas eon sustratos conocidos 


Carioferina 

Organismo 

Sustratos 

Im porte 



Dinnera Kapz/Kap/fl 

Humano 

Proteinas eon una senal de localización nuclear 
de aminoacidos basaca (p, ej. r nucleoplasmina) 

Esnurportina 

Humano 

RNPsn (Ul. U2 r U4, U5) 

Kap/ifl sólo 

Humano 

Complejos Cdk/ciclina 

Kap/?2 (transport!na) 

Humano 

Proteinas de unión a ARNm 

Kap/i3 

Humano 

Proteinas nbosómicas 

ImportinaZ/dimero Kap /U 

Humano 

Histona HI 

Ex porte 

Crml 

Vertebrados 

Proteinas eon una senal de exporlación rica en 
leucina 

CAS 

Humano 

Kapa 

Exportina-t 

Humano 

ARNt 

Exportina-4 

Ratón 

Faclor de elongaclón 5A 
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Experimento c I a v e 


Identificacion de las seńales de localización nuclear 


Corta secuencia de aminoacidos capaz de especificar la localización 
nuclear 

Daniel Kalderon, Bruce L Roberts, William D. Richardson y Alan E. Smith 

National Institute for Medical Research, Mili Hill, Londres 
Celi. Wolumen 39 ( 1984, pags 499-509 


Contexto 

Ef mantenimiento de! nucleo como 
un compartimento 
bioquimicamente distinto, requiere 
un mecanismo que permita 
segregar Jas protefnas entre el 
nucleo y el citoplasma. Los 
estudfos realizados en la decadade 
fos 70 constataron que Sas 
moleculas pequeńas difundfan 
rapidamente a traves de la erwuelta 
nuclear, pero que la mayorfa de las 
protefnas no podian hacerlo, Por 
esta razón, parecfa que las 
protefnas nucleares eran 
reconocidas de manera especifica 
e importadas selectivamente al 
nucleo, desde su lugar de sfntesis 
en los ribosomas citoplasmaticos. 

Los experimentos anteriores 
realizados por Gunter Blobel y 
colaboradores demostraron que las 
protefnas son etiquetadas para 
dirigirse af retfculo endoplśsmico 
por secuencias senal constituidas 
por un grupo eorto de aminoacidos 
(vease Cap, 9), En este artfculo de 
1984, Alan Smith y colaboradores 
extendieron este principio para el 
etiąuetado de las protefnas 
destinadas al nucleo, identificando 
una secuencia corta de 
aminoacidos que actua como una 
senal de localización nuclear. 


nuclear en celuias animales. E! 
antfgeno T es una proteina de 94 
kDa. necesaria para la replicación 
del ADN del 3V40, y normalmente 
se localiza en el nucleo de las 
celuias infectadas por este virus. 
Experimentos anteriores 
realizados en el laboratorio de Alan 
Smith y en e! de Janet Butel 
(Lanford and Butel, 1984, Ce//37: 
801-813), demostraron que la 
mutación de la Lys-128 siendo 
sustituida por treonina o 
asparragina impedla la 
acumulación del antfgeno T en el 
nucleo, tanto en celuias de ratón 
como de mono. En vez de 
transportarse al nucleo, estos 
antfgenos T mutados permanecfan 
en el citoplasma, lo que sugerfa 


(A) 



que la Lys-128 formaba parte de 
una senal de localización nuclear 
Kalderon y colaboradores 
comprobaron esta hipótesis 
usando dos aproximaciones 
expenmentales distintas. 

Primero, determinaron los 
efectos de varias deleciones sobre 
Sa localización subcelular del 
antfgeno T. Se observó que los 
antfgenos T mutados, eon 
deleciones de las regiones de la 
cadena peptfdica comprendidas 
entre los residuos de aminościdos 
1-126 o entre el residuo 136 y el 
extremo carboxilo terminal, se 
acumuiaban normalmente en el 
nucleo. Por el contrario las 
deleciones que afectaban desde e! 
aminoaeido 127al 132, provocan la 
retención de los antfgenos T en el 
citoplasma. Asń parecfa que la 
secuencia de aminoacidos entre el 
residuo 127 y el 132 era la 
responsable de la localización 
nuclear del antfgeno T. 


(B) 



Experimentos 

Se utrlizó el antfgeno T de! virus 
SV40 como la proteina modelo 
para los estudios de localización 


Las celuias fueron microinyectadas eon ADNs de plasmidos que codificaban protefnas 
quimericas en las que los aminoacidos de! antigeno T de SV40 se habfan fusfonado a la piruvato 
quinasa. La localización cel u lar de las protein as de fusión se deternninó por microscopia de 
fluorescencia, (A). La proteina de fusión contiene una senal de localización nuclear de SV4Q 
intacta (aminoacidos 126 a 132). (B) La senal de localización nuclear se ha inaetivado por la 
deleción de los aminoacidos 131 y 132. 


Durante el importe de protefnas, una importina especifica reconoce la se¬ 
cuencia de localización nuclear sobre la proteina. Su capacidad de hacerlo se 
ve facititada mediante la interacción eon Ran. La conformación y la actividad 
de Ran esta regufada por la unión e hldrólisis de GTP, al igual que Ras (vease 
Fig, 7.36) o diversos factores de traducción implieados en la sintesis proteica 
(vease Fig, 7.13). Las enzimas que estimulan el intercambio de GDP por GTP 
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Identificación de las seńales de localización nuclear (continuación) 


Para determirw si esta secuencia 
de aminoacidos era capaz de dirigir 
otras protefnas al nucleo, los 
investigadores crearon guimeras 
en fas cuales la secuencia de 
aminoacidos del antigeno T se 
fusionó eon protefnas que 
normalmente se localizaban en el 
citoplasma. Estos experimentos 
demostraron que la adición de los 
aminoacidos 126 a 132 del 
antigeno T a la /J-galaetosidasa o a 
la piruvato quinasa era suficiente 
para provocar la acumulación de 
estas protefnas citoplasmaticas en 
el nucleo de la celula (vease 
Figura). Por lo tanto. esta corta 
secuencia de aminoacidos del 
antigeno T del SV4G actua como 
u na seńal de localización nuclear, 
que es suficiente y necesaria para 
etiquetar las protefnas de tal 
manera que sean transportadas al 
interior de! nucleo. 


Im pa eto 

Como Kalderon y sus 
colaboradores sugirieron en su 
artfeub de 1984, la seńal de 
localización nuclear del antigeno T 
del SV4Q ha resultado «ser un 
prototipo de secuencias similares 
en otras protefnas nucleares». 
Mediante el marcaje de las 
protefnas para su transporte al 
nucleo, estas seńales son 
fundamentales para establecer !a 
identidad biogufmica del nucleo y 
mantener la división de las celulas 
eucariotas en dos compartimentos: 
nucleo y citoplasma. En la 
actuaiidad se sabe que las seńales 
de localización nuclear son 
reconocidas por receptores 
citoplasmaticos que transportan a 
sus protefnas sustrato al complejo 
del poro nuclear Aunque los 
mecanismos de transporte a traves 



Alan Smith 


del complejo del poro nuclear 
todavfa no se han clarificado, la 
identificación de las seńales de 
localización nuclear fue un 
avance lundamental para 
comprender el transporte de 
protefnas al nucleo. 


sobre Ran se localizan en el lado nuclear de la envuelta nuclear, mientras que 
las enzimas que estimulan la hidrólisis de GTP se localizan en el lado citoplas- 
mico. En consecuencia, existe un gradiente de Ran/GTP a traves del poro nu- 
elear, eon una elevada concenfradón de Ran/GTP en el nucleo y una elevada 
concentración de Ran/GDP en el citoplasma. Se cree que este gradiente de 
Ran/GTP determina la direceionalidad del transporte nuclear. 

El importe de protefnas a traves del complejo del poro nuclear puede dividir- 
se en un ciclo de cinco pasos (Fig. 8.9). En el primer paso, el complejo importi- 
na-Ran/GDP se une a la proteina mercancfa que posee la seńal de localización 
nuclear. Durante e! segundo paso este complejo mercancia-receptor se une a 
protefnas de los filamentos citoplasmicos del complejo del poro nuclear. E! 
transporte ahora procede mediante la unión secuencial a protefnas especffbas 
del poro nuclear localizadas cada vez mas próximas al lado nuclear del comple¬ 
jo del poro. El tercer paso en el ciclo del importe de protefnas tiene lugar en el 
nucleo donde el GDP unido a Ran es intercambiado por GTP. Esto causa un 
cambio en la conformación de la importina y desplaza a la proteina mercancfa, 
liberandola en el nucleo. En el cuarto paso, e! complejo importina-Ran/GTP se 
exporta a traves del complejo del poro nuclear. El paso finał tiene lugar en el 
citoplasma, donde el GTP es hidrolizado a GDP para regenerar et Ran/GDP 
necesario para la siguiente ronda de transporte. 

Algunas protefnas permanecen en el interior del nucleo una vez transporta- 
das desde el citoplasma, pero muchas otras yiajan continuamente entre el nu¬ 
cleo y el citoplasma. Algunas de estas protefnas aetuan como transportadores 
{carriers) de otras moleculas, como los ARNs; otras coordinan fas funciones 
nucleares y citoplasmaticas (p. ej., regulando la actiyidad de los factores de 
transcripción). Las protefnas se etiquetan para ser exportadas del nucleo me¬ 
diante una secuencia de aminoacidos especffica, llamada senal de exporta- 
ción nuclear, Al igual que las seńales de localización nuclear, las seńales de 
exportación nuclear son reconocidas por receptores en el interior del nucleo que 
dfrigen el transporte de las protefnas a traves del complejo del poro nuclear al 
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Figura 8 9 

Importe de proteinas a traves deJ com¬ 
plejo del poro nuclear. Las proteinas se 
t ran sport a n a traves del co m plejo del poro 
nuclear en un ciclo de cinco pasos, En el 
pnmer paso, la proteina que posee una 
seńal de localización nuclear (NLS) es re- 
oonocida por una importrna que forma un 
complejo eon la proteina pequeńade unión 
a GTP. Ban, En el segundo paso T el com¬ 
plejo formado por la mercancia (la protei¬ 
na que posee la secuencia de localización 
nuclear)-importina-Ran/GDPse une a una 
proteina especifica del poro nuclear pre- 
sente en los filamentos citoplasmicos. En 
el paso numero tres, el complejo se trans- 
loca a traves del poro nuclear medianie la 
adhesión secuencial a proteinas del poro. 
En el cuarto paso f la actividad del factor 
de intercambio de nucleótidos de guanina 
(Ran GEF) nuclear intercambia el GDP 
unido a Ran por GTP, alterando la confi- 
guración del complejo de modo que la pro- 
teina mercancia es liberada, En el quinto 
paso, este complejo importina-Ran/GTP 
es reexportado a traves del poro nuclear y 
la proteina activadora de GTPasas (Ran 
GAP) cftoplasmica hidroliza el GTP unido 
a Ran a GDP. 



Importina 

Proteina NLS \ 




Ran 


& 


Nucie o 


citopiasma, Muchas exportinas tambien forman parte de la familia de proteinas 
de las carioferinas (verTabfa 8.1), Al igual que la importina /i, las exportinas se 
unen a Ran, neoesaria tanto para la exportación nuclear como para la importa- 
ción nuclear (Fig. 8.10). Sorprendentemente, sin embargo, Ran/GTP promueve 
la formación de complejos estables entre las exportinas y fas proteinas diana, 
mientras que disocia los complejos entre las importinas y sus proteinas diana. 
Este efecto de la unión de Ran/GTP sobre las exportinas dirige el movimiento de 
las proteinas eon seńales de exportacion nuclear desde el nucleo al cltoplasma. 
Por tanto, las exportinas forman complejos estables eon sus proteinas diana y 
eon Ran/GTP en el interior del nudeo. Una vez que se ha producido el transporte 
al lado cltosólico de la envuelta nuclear, la hidrólisis de GTP provoca la disocia- 
ción de la proteina diana, que es liberada en el citoplasma. 

Regulación del transporte de proteinas ni nucleo 

Un aspecto interesanta del transporte de proteinas al interior del nucleo es que 
constituye otro nivel de control de la actśvidad de las proteinas nucleares. Por 
ejemplo, los factores de transcripción solo son funcionales cuando estan pre- 
sentes en el nucleo, por lo que la regulación de su transporte al nucleo es otrą 
forma de control de la expresión genica. Como se discutira en el Capitulo 13, el 
























Capitulo 8 • Nucleo • 333 


Ci top [asm a 



Nudeo 


Figura 8.10 

Exportación nuclear, En el nucleo se for- 
man los complejos entre Jas proteinas dia¬ 
na que contienen seńales de exportación 
nudear (NES), las exportinas y Ran/GTP, 
Tras el transporte a lraves del complejo del 
poro nuclear, Ran GAP induce la hidrólisis 
del GTP unido, dando fugar a Ran/G DP y 
a la liberadón de la proteina diana y de la 
exportina en el citoplasma. La exportinafi¬ 
nał mente es transportada de nuevo al nu¬ 
cleo. 


transporte regulado al nucleo de los factores de transcripción y de las proteina 
quinasas tiene un papel importante en el control de! comportamiento de las ce- 
lulas en respuesta a los cambios ambientales, porque proporciona un mecanis- 
mo por el cual las seńales recibidas en la superficie celular pueden ser transmiti- 
das a! nucleo. 

En uno de los mecanismos de regulación, los factores de transcripción {u 
otras proteinas) se asocian eon proteinas citoplasmaticas que enmascaran las 
seńales de locafización nuclear; puesto que ya no se reconocen estas seńales, 
las proteinas permanecen en el citoplasma, Un buen ejemplo lo aporta el factor 
de transcripción NF-k B, que activa la transcripción de las cadenas ligeras k de las 
tnmunoglobulinas en los linfocitos B (Fig. 8 11). En Jas celulas no estimuladas, 
NF-kB se eneuentra formando un complejo inactivo eon una proteina inhibidora 
(ki3) en el citoplasma. La unión a KB parece enmascarar la seńal de loealizacion 
nuclear de NF-xB, y se impide su transporte al nucleo. En las celulas estimuladas, 
IkB se fosfońla y degrada por proteolisis mediada por ubiquitinas, lo que permite 
que UF-kB entre al interior del nucleo y active la transcripción de sus genes diana. 


Citoplasma 



Figura 8.11 

Regulación del transporte al nucleo de 
factores de transcripción. Et factor de 
transcripción NF-^B forma un complejo 
inactivo eon kB, que enmascara su se- 
euencia dc localización nuclear (MLS) y se 
retiene en el citoplasma. En respuesta a 
una seńal extracelular adecuada. es 
fosforilado y degradado por proteolisis, 
permitiendo la entrada de NF-aB al nu¬ 
cleo. En cambio T el factor de transcripción 
SWI5 de levadura es retenido en el cito- 
plasma debido a la fosforilación de una re- 
gión próxima a la secuencia de localiza¬ 
ción nuclear La desfosforilación regulada 
expone la NLS y permite que SWI5 sea 
transportado al nucleo en la etapa ade¬ 
cuada del ciclo celular. 
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Figura 8 12 

Transporte de un complejo ribonucJeo- 
proteinico. Las celulas de las gl and u las 
saiivaresde los insectos producen grandes 
complejos ribonudeoproteinicos (RNPs) 1 
fomnados por 35 a 40 Kilobases de ARW y 
eon un peso molecular total aproximado de 
30 millones de daltons. Esta serie de mi- 
crografias electrónicas muestra la unión de 
una RNP a un complejo del poro nuclear 
(A) y el despliegue del ARN durante su 
transiocación af citoplasma (B-D). (De H, 
Mehlin etai., 1992. Ce//69:605.) 


(C) 


(D) 
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El transporte al interior del nucleo de otros factores de transcripción esta 
regulado directamente por su fosforilación, mas que por la asociación eon pro- 
teinas inhibidoras. Por ejemplo, el factor de transcripción de levadura$ SWI5 es 
transportado al interior del nucleo solo en una etapa concreta del ciclo celular 
(vease Fig. 8.11). Si no, este factor permanece en el citoplasma como resultado 
de la fosforilación de residuos de serina próximos a la seńal de localización 
nuclear, lo que impide su transporte al nucleo. La desfosforilación regulada de 
este residuo activa al SWI5 en la etapa adecuada del ciclo celular y permite que 
sea transportado al nucleo. 

Transporte de ARNs 

Mientras que muchas proteinas son transportadas selectivamente desde el cito- 
plasma al nucleo, la mayoria de los ARNs son exportados desde el nucleo al cito¬ 
plasma. Puesto que las proteinas se sintetizan en el citoplasma, la salida de los 
ARNm, ARNr y ARNt es un proceso fundamental en la expresión genica en las 
celulas eucariotas. Al igual que la entrada de las proteinas al nucleo, la salida de los 
ARNs a traves de los complejos del poro nuclear es un proceso activo, dependiente 
de energia, que requiere la interveneión de la proteina Ran que une GTP. 

Los ARNs son transportados a traves de la envuelta nuclear como comple¬ 
jos ribonucleoproteina (RNPs) (Fig. 8.12), Algunas proteinas del complejo po- 
seen seńales de exportación nuclear que son reconocidas por los receptores de 
transporte nucleares (vease Fig. 8.10), Los pre-ARNm y ARNm se asocian eon 
un conjunto de al menos 20 proteinas (formando un complejo pre-ARNm-protei- 
na) durante su procesamiento en el nucleo y transporte al citoplasma (vease 
Capitulo 6). Al menos dos proteinas del RNPm contienen seńales de exporte 
nuclear y se cree que funcionan como transportadoras de ARNm durante su 
exportactón al citoplasma, Los ARNs ribosómicos se asocian en primer lugar 
eon proteinas ribosómicas y eon proteinas especificas del procesamiento de 
ARN en el nucleolo, y las subunidades 60S y 40S nacientes son entonces trans¬ 
portadas al citoplasma (vease Fig, 8.28), Su exportación del nucleo esta media- 
da por seńales de exporte nuclear presentes en las proteinas del complejo de la 
subunidad. En el caso de los ARNt, las proteinas especificas que median el 
exporte nuclear no han sido identificadas. 

A diferencia de los ARNm, los ARNt y los ARNr, que funcionan en el cito¬ 
plasma., muchos ARNs peąueńos (ARNsn y ARNsno) intervienen en el nucleo 
como componentes de la maguinaria del procesamiento del ARN. De manera 
quizśs sorprendente, estos ARNs se transportan inicialmente desde el nucleo af 
citoplasma, donde se asocian eon proteinas para formar RNPsn funcionafes y 
entonces regresan a! nucleo (Fig. 8.13). Las proteinas que se unen a los cap de 
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Figura 8.13 

Transporte de los ARNsn entre el nucleo y el citoplasma. Los ARNs pequeńos nueiea- 
res son exportados primero desdo el nucleo al citoplasma, donde se asocian eon proteinas 
para formar RNPsn. Las RNPsn una vez ensambladas son de nuevo transportadas al 
interior del nucleo 


los extremos 5 J de los ARNsn parecen estar implicadas en la exportación de los 
ARNsn al citoplasma, mientras que las secuencias presentes en las proteinas 
RNPsn son las responsables de! transporte de los RNPsn desde el citoplasma 
al nucleo. 

Organización interna del nucleo 

El nucleo es mas que un almacen en el que fa cromatina, ARNs y proteinas 
nucleares pueden moverse libremente en una solucion acuosa. Por el contrario, 
el nucleo parece tener una estructura interna que organiza el materiał genetico 
y focaliza las funciones nucleares a sitios o dominios espeeffieos. La mayoria de 
estos, si nc todos, parecen basarse en la estructura y localizactón altamente 
organizada de la cromatina en el interior nuclear. 

Cromosomas i / estructura de ord en superior de la cromatina 

La cromatina se condensa durante la mitosis para formar los cromosomas com- 
pactos metafasicos que se distribuiran a los nucleos hijos (vease Fig. 4.15). 
Durante la interfase, una parte de la cromatina (heterocromatina) permanece 
muy condensada y es transcripcionalmente inactiva; el resto de la cromatina 
(eucromatina) esta descondensada y distribuida por todo el nucleo (Fig. 8.14). 
Lascelulas contienen dostipos de heterocromatina. La heterocromatina constitu- 
tiva esta formada por secuencias de ADN que nunca se transcriben, como Jas 
secuencias satelitę localizadas en los centrcmeros de los cromosomas. La hete- 
roeromalina facultativa contiene secuencias que no se transcriben en la celula 
obsen/ada, pero que si se transcriben en otros tipos celulares. Por lo tanto, la 
cantidad de heterocromatina facultativa varia dependiendo de la actividad trans- 
cripcional de la celula. 

Aunque la cromatina interfasica parece que se distribuye uniformemente. 
los cromosomas realmente se disponen de manera organizada y se dividen en 
distintos dominios funcionales que desempeńan un papel fundamental en la 
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Figura 8.14 

Heterocromatina en un nucleo interfasico. La eucromatina esta distribuida por todo el 
nucleo, La heterocromatina se indiea eon los triangulos y el nudeoio eon la flecha. (Corte- 
sfa de Ada L. Olins y Donald E. OIins t Oak Ridge National Laboratory.) 


regulación de la expresión genica. La distribución no aleatoria de la cromatina 
dentro del nucleo interfasico fue sugerida por primera vez en 1885 por C. Rabl. 
que propuso que cada cromosoma ocupaba u na zona concreta, eon los centro- 
meros y los telómeros adheridos a lados opuestos de la envuelta nuclear (Fig, 
8.15). Este modelo basico de organización cromosómica fue confirmado unos 
100 ańos despues (en 1984) medianie estudios detallados de los cromosomas 
połitenicos de las glandulas salivares de Drosophifa. En vez de localizarse al 
azar P enroliados unos eon otros, se encontró que cada cromosoma ocupaba un 
lugar determinado en el interior nuclear (Fig. 8.16). Los cromosomas estan intu 
mamente asociados a la envuelta nuclear en muchos puntos. 


(A) 


Figura 8/15 

Organización cromosómica. 

Reproducdón de unos bocetos de cromo¬ 
somas en celulas de saJamandra. (A) Cro¬ 
mosomas completos. (B) Solo los telóme¬ 
ros (localizados en la membrana nuclear). 
(DeC. Rabl T 1885. Morphoiogisches Jahr- 
buch 10: 214.) 
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(A) 



K TeJómeros 


Figura 8.16 

Centrómeros Organización de los cromosomas de Drosophita. (A) Un modele del nucleo, mostran- 
do 5 brazos cromosómicos eon distintos colores. Se indica la posición de los teiómeros y 
los centrómeros. (B) Los dos b razos del cromosoma 3 se muestran para iiustrarla separa- 
ción topológica entre los cromosomas, (De D, Mathog eta!., 1984. Naturę 308: 414.) 


Gada uno de los cromosomas tam- 
bien ocupa una zona distinta en e! nu¬ 
cleo de las celulas de marmfero (Fig. 
8.17). Los genes que se transcriben 
activamente parece que se localizan 
en la periferia de estas zonas, próxi- 
mos a unos canales que separan fos 
cromosomas, Se cree que los ARNs 
recien transcritos son liberados a es¬ 
tos canales entre los cromosomas, 
donde tlene lugar el procesamiento 
del ARN. Gran parte de la heterocro- 
matina se focaliza en la periferia del 
nucleo porque las proieinas asocia- 
das eon la heterocromatina se unen a 
la matriz de la lamina nuclear. Puesto 
que distintos tipos celulares expresan 
diferentes genes, su heterocromatina facultativa es diferente y distintas regio- 
nes de sus cromosomas interaecionan eon la lamina nuclear en las diversas 
celulas y tejidos. Algunas celulas poseen sus centrómeros y teiómeros agrupa- 
dos en polos opuestos f mientras que otras poseen sus cromosomas organizados 
radialmente. Aunque las localizaciones de los cromosomas en el interior nu¬ 
clear no son afeatorias, probablemente difieren entre los distintos tejidos y orga- 
nismos. 

Al iguai que el ADN en los cromosomas metafasicos (vease Fig. 4,13), la 
cromatina de los nucleos interfasicos parece que esta organizada en dominios 
en forma de bucie que contienen de 50 a 100 Kb de ADN. Un buen ejemplo de 
esta organización en dominios en forma de bucie lo representan los cromoso¬ 
mas de oocitos de anfibios, eon una atta tasa de transchpción; en estos, las 
regiones de ADN que se transcriben activamente se visualizan como grandes 
bucles de cromatina descondensada (Fig. 8,17). Estos dominios de cromatina 
parece que representan unidades funcionales discretas, que de manera inde- 
pendiente regulan la expresión genica (vease Capitulo 6). 




Copias del cromosoma 4 


Dominios funcionales en el interior del nucleo 

La organización interna de! nucleo esta demostrada por la localizaeión de otros 
procesos nucfeares a regiones concretas del nucleo. Una variedad de compo- 
nentes del nueteo se localizan en estructuras o dominios subnucleares concre- 
tos. Sin embargo, la naturaleza y función de estas subestructuras nucleares 
todavia no estan claras, y la comprensión de la organización del interior nuclear 
en dominios funcionales es un carnpo inexplorado de la biologia celular. 


Figura 6.17 

Organización de los cromosomas en los nucleos de marmferos, (A) Hibridación de 
sontfas dirigidas contra secuencias del cromosoma 4 en celulas humanas. Las dos copias 
del cromosoma, identificadas eon fluoresoencia amarilla, se localizan en zonas distintas del 
nucleo. (B) U n modelo de organización cromosómica. Los cromosomas ocupan zonas defi- 
nidas, separadas por dominios intercromosómicos donde se cree que ocurre el procesa¬ 
miento y el trans porte dei ARN, (A, cortesia de Thomas Cremer ? Ludwig Maximilians Uni- 
yersity, de A. I Lamond y W. C. Earnshaw. 1998, Seyence 280: 547,) 



Envuelta 

nuclear 


Dominio 

intereromosómico 


Te rri to rios oc u pad os 
por cromosomas 





338 • Sección III • Estructura y función celulares 



; 


Focos fluorescentes de repltcación 
del ADN 



Figura 8.18 

Dominios en bucie de la cromatina. Micrografia al microscopio óptico de un cromosoma 
de oocito de anfiblo, mostrando los bucles de cromatina descondensada T que esta siendo 
activamente transcrita, extendiendose desde un eje de cromatina no transcrita, altamente 
condensada, (Cortesia de Joseph Gall, Carnegie Institute.) 


Los nucleos de las celulas de mamifero parecen contener sitios agrupados 
de repJicación del ADN t en los euales tiene lugar la replicación de multiples 
molecuias de ADN. Estos sitios discretos de replicación del ADN se han carac- 
terizado mediante experimentos que permiten visualizar en el interior de los 
nucleos celulares la smtesis de nuevas molecuias de ADN (Fig, 8.19). Esto se 
consiguió marcando las celulas eon bromodeoxiuridina—un analogo de la timi- 
dina que puede ser incorporado al ADN y detectado marcandolo eon antieuer- 
pos fluorescentes—. En tales experimentos, el ADN recien sintetizado se detec- 
tó en, aproximadamente 1 200 agrupaciones discretas distribuidas por todo el 
nucleo. Dado que una celula drploide de mamifero posee aproximadamente 
4.000 origenes de replicación activos en un momento determinado, cada una 
de estas agrupaciones de replicación del ADN debe contener unas 40 horquillas 
de replicación. Por lotanto, parece ser que la replicación tiene lugar en estructu- 
ras grandes que contienen multiples complejos de replicación organizados en 
distintos dominios funcionales, denominados fabricas de replicación, 

Los genes que se transenben activamente parece que se distribuyen por 
todo el nucleo, pero los componentes de la maquinaria de splicing se concen- 
tran en dominios estructurales subnucleares discretos. La localización de los 
componentes responsables del splicing en dominios discretos en el nucleo se 
ha detectado por inmunofluorescencia utilizando antieuerpos contra RNPsn y 
factores de splicing (Fig. 8.20). En vez de distribuirse uniformemente por todo ef 
nucleo, los componentes del aparato de splicing estan concentrados en 20 a 50 
estructuras discretas denominadas motas nucleares. Se cree que estos puntos 
son el sitio de almacen de los componentes responsables del splicing, y desde 
aqui son reclutados hacia los genes activamente transentos, donde ocurre el 
procesamiento del pre-ARNm. 


Figura 8.19 

Lugares agrupados de replicación de ADN, El ADN recien replicadose marcó tras una 
exposición breve de las celulas a bromodeoxiuridina, que se incorpora al ADN en lugar de 
la timidina, Esta sustitución permite detectar el ADN recien sintetizado por inmunofluores¬ 
cencia tras el marcaje de los nucleos eon un antieuerpo contra bromodeoxiuridina. Obser- 
vese que el ADN recien replicado se looaliza en agrupaciones distribuidas por todo el 
nucleo. (Cortesia de Ronald Berezny, SUNY/Buffalo.) 
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Aparte del moteado, los nucleos contienen otros tipos de estructuras o domi- 
nios estructuralmente diferentes, Los tres tipos principales de estos dominios 
nucleares son los nucleolos (estudiados mas adelante), los cuerpos de Cajal o 
enrollados {Fig. 8.21) y los cuerpos PML. Los cuerpos de Cajal o enroltados 
estan enriguecidos en peąueńas RNPs y se cree que funcionan como sitios de 
ensamblaje de RNPs. La función de los cuerpos PML es desconocida; no se 
encuentran enriquecidos en RNPs y no son sitios de replicación ni transcripción 
de ADN. Asi, aunque estos cuerpos nucleares muestran la presencia de do¬ 
minios subestructurales en el interior nuclear, sus funcicnes permanecen sin 
aclarar. 


Nucleolo 

La subestructura que mas destaca en el nucleo es el nucleolo (vease Fig. 8.1 ) t 
que es el sitio donde tiene lugar la transcripción y el procesamiento del ARNr, y 
ei ensamblaje de los ribosomas. Como se explicó en el capftulo anterior, las 
celulas necesitan una gran cantidad de ribosomas para satisfacer la necesidad 
de smtesis de proteinas. Por ejemplo, las celulas de mamifero en continuo cre- 
cimiento contienen entre 5 y 10 millones de ribosomas, que deben sintetizarse 
cada vez que la celula se divide. El nucieolo es una fabrica de producción de 
ribosomas, diseńada para cubrir las necesidades de producción a gran escala 
de los ARNr y de ensamblaje de las subunidades nbosómicas. Evidencias re- 
cientes sugieren que los nucleolos tambien poseen un papel mas generał en la 
modificación del ARN y que varios tipos de ARN entran y salen del nucleolo en 
estadios especfficos de su procesamiento. 



Figura 8.20 

Localización de los componentes res- 
ponsables del splicing. Ei marcaje rre- 
diante anttcuerpos inmunofluorescentes 
ind i ca que los facto res responsabies del 
splicing se concentran en dominios dis- 
cretos dentro del nucleo. (Cortesia de Da- 
vid L Specton Cold Spring Harbor Labo- 
ratory.) 


Genes dc ARN nbosómico y organización dcl nucleolo 

El nucleolo no esta rodeado por ningun sistema de membranas y se organiza 
alrededor de las regiones de los cromosomas que contienen los genes para los 
ARNr 5.8S, IBS y 28S. Los ribosomas eucarlotas contienen cuatro tipos de 
ARN, denominados 5S T 5,8S, 18S y 28S (vease Fig. 7.4). Los ARNr 5,8S, 18S y 
28S son transcritos como una unica unidad en el nucleolo por la ARN polimera- 
sa I, dando lugar a un ARN precursor ribosómico 45S (Fig. 8.22). Este re-ARN- 
45S es procesado y da lugar al ARN IBS de la subunidad ribosómica 40S (pe- 
queńa) y a los ARNr 5,8S y 28S de la subunidad ribosómica 6GS (grandę). El 
ARNr 5S, que tambien forma parte de la subunidad ribosómica 60S, se transcri- 
be fu era del nucleolo por la ARN polimerasa Ili, 

Las celulas contienen multiples copias de los genes de ARNr para poder 
satisfacer la demanda de transcripción de un elevado numero de moleculas de 
ARNr. El genoma humano por ejemplo, contiene aproximadamenie unas 200 
copias del gen que codifica para los ARNr 5,8S, 18S y 28 S, y aproximadamente 
2.000 copias del gen que codifica para el ARNr 5S. Los genes del ARNr 5,8S, 
18S y 28S se disponen en tandem en cinco cromosomas humanos diferentes 


(A) (B) 



Figura 8:21 

Cuerpos de Cajal en el nudeo, (A) Imagen de un microscopio 
de contraste por interferenda diferencial del nucleo de una celu¬ 
la HeLa, Las flechas indican los dos cuerpos de Cajal. (B) Tin- 
ción inmunofluorescente del mismo nucleo eon antieuerpos 
frente a las proteinas Coilina (verde) y Fibrilarina (rojo). La fibri- 
larina esta presente tanto en ias zonas fibrilares densas de los 
nucleolos, como en los cuerpos de Cajal. La coilina solo es de- 
tectable en los cuerpos de Cajal, (De J. G. Gall, 2000 Ann. Rev , 
Celi Dev. Btof. ^ 6:273.) 
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Medicina molecular 


Enfermedades de la lamina nuclear 


Las enfermedades 

En 1966, Emery y Dreifuss 
describieron una nueva distrofia 
muscular ligada al cromosoma X. En 
estadios tempranos de la 
enfermedad, los codos, cuello y 
talones de los individuos afectados 
se vuelven rfgidos, y a menudo se 
produce un bloqueo de la 
conducción en el corazon. Estos 
smtomas aparecen antes de los 10 
ańos de edad e incluyen «andar de 
puntilJas» debido a rigidez de los 
tendones de Aquiies, y dificultad 
para doblar los codos. A los 20 arios 
de edad han aparecido problemas 
cardfacos y puede ser necesario un 
marcapasos. Se produce una 
debffidad y degeneración gradual de 
los museulos del hombro y brazo 
superior y de los museulos de la 
pantorrilla, pero esto tiene lugar 
lentamente y a menudo no supone 
un problema hasta tarde en la vida> 
Casi 30 ahos mas tarde, los 
investigadores demostraron que 
mutaciones en una nueva proteina 
transmembrana eran responsables 
de esta distrofia muscular ligada al 
cromosoma X de Emery-Dreifuss. 
Denominaron a la proteina emerina, 
en honor a Alan Emery. Poco 
despues, varios grupos encontraron 
que la emerina era una proteina 
localizada en la membrana nuclear 
interna y ausente en pacientes eon 
!a distrofia muscular ligada al 
cromosoma X de Emery-Dreifuss. 
Esto era inesperado; las mutaciones 
en una proteina de la envuelta 
nuclear expresada en todas las 
cólulas, aparentemente causaba 


una enfermedad especifica de 
tej ido. Mientras que todas las 
celulas del cuerpo carecian de la 
proteina, la patologia solo se 
producia en el musculo. 
lnvestigadores posteriores 
encontraron que la misma distrofia 
tambien podia heredarse de una 
forma no ligada al sexo. Familias 
eon esta distrofia muscular de 
Emery-Dreifuss no ligada al sexo s 
poseian mutaciones en LMNA , ei 
gen unico que codifica las laminas A 
y C. Asi, mutaciones en dos genes, 
uno que codifica una proteina de la 
membrana nuclear interna y otrą 
que codifica una de las principaies 
laminas nucleares, causaban una 
distrofia muscular chnicamente 
identica. 

Mas sorprendente fue que 
investigaciones paralelas sobre 
distintas enfermedades, la 
iipodistrofia parcia! de tipo Dunnigan 
y el trastorno de 

Charcot-Marie-Tooth de tipo 2B1, 
las situó en distintas mutaciones del 
gen LMNA. Anteriormente, los 
medicos clasificaban a estas 
enfermedades como distintas 
basandose en sus caractensticas 
clinicas y en su herencia. Trabajos 
recientes demuestran que las 
mutaciones de otrą proteina de la 
membrana nuclear interna, el 
receptor para la lamina B, son la 
base para la Anomalia de 
Pelger-Huet. 

Base molecular y celular 

La mayona de los biólogos creian 
que las mutaciones en las laminas 


causarian defectos generalizados 
sobre fa arquitectura nuclear y 
serios problemas en celulas que se 
divlden rapidamente. Sin embargo, 
solo se producen aberraciones 
menores de la estructura nuclear en 
estos pacientes. Asi, el misterio es 
como mutaciones en las laminas 
nucleares o protemas de unión a las 
laminas, causan diferentes 
enfermedades tej ido especificas. La 
respuesta todavia no se conoce 
pero exi$ten dos hipótesis 
principaies. La primera es la 
hipótesis de la ^expresión genica» k 
Esta defiende que la correcta 
interacción entre las dos protemas 
laminas A y C, eon la envuelta 
nuclear es esencial para la 
expresión normal y especifica de 
tejido, de dertos genes. Los genes 
transcripcionalmente inactivos se 
localizan preferentemente en la 
penferia nuclear, mientras que los 
genes expresados se concentran en 
el centro del nucleo eon una 
especificidad dependtente del tipo 
celular Asi, la base de estas 
enfermedades seria un cambio en la 
expresión genica causada por 
i n te rac c ion es p rotę i cas 
defectuosas. 

En la hipótesis dei «estres 
mecanico», se cree que las 
mutaciones en el complejo 
laminas-emerina debilitan la 
integridad estructura! de una red 
citoesqueletica integrada. En todas 
las celulas, la lamina, la membrana 
nuclear interna, y el complejo del 
poro nuclear esfan estreebamente 
relacionados. Esta hipótesis, que 
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Figura 8.22 

Genes de ARN ribosómico. Gada gen de ARNr es una unica untdad transcripcional que 
contiene los ARNr 5,8S, IBS y 28S y secuencias espaciadoras que tambien se transem 
ben. Los genes de ARNr se disponen en landem, separados por un ADN espaciador que 
no se transenbe. 
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Enfermedades de la lamina nuclear (continuación) 


funciona major para las distrofias 
musculares, sugiere que a traves 
de filamentos adheridos al 
complejo del poro nuclear, la 
lamina podna conectarse 
indirectamente eon el cftoesqueleto 
de la celula museufar, 

Prevención y tratamiento 

El deseubrimiento de que las 
mutaciones en proteinas 
freeuentemente expresadas del 
complejo de la lamina nuclear, 
causan diferentes enfermedades 


hereditarias especfficas de tejido, 
ha sido una sorpresa y ha 
modificado la forma en que los 
cientfficos consideran a la envuelta 
nuclear. Se requiere mas 
investigación para conocer si ia 
base de las patolog fas de cada una 
de estas enfermedades es la 
regulación mecanica o la expresión 
genica. Sin embargo, la naturafeza 
moiecular conocida de las 
enfermedades, simplifica 
enormemente su diagnóstico y 
hace que su tratamiento sea mas 
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probable. El desarrollo reoiente de 
un modelo de ratón en el que el gen 
LMNA esta anulado representa un 
primer paso. A medida que se 
desarrollan los embriones, 
muestran sinfomas de la distrofia 
muscular de Emery-Dreifuss. 

Finał mente, los irwestigadores son 
actualmente conscientes de que 
varias enfermedades congenitas 
de desarrollo lento, pueden ser 
nuevos miembros de las 
«laminopatias» nucleares. 
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ErwueJta nuclear y lamina nuclear de 
mamfferos. La membrana nuclear interna 
contiene varias proteinas integrales que 
interaccionan eon las laminas nudeares. 
Las proteinas transmembrana emerina y el 
receptor para lamina B (LBR) son 
representativas- La lamina tambien 
interaedona eon la cromatina. 


(cromosomas 13, 14, 15 21 y 22}; los genes para el ARNr 5S se localizan en 
una unica secuencia en tandem en el cromosoma 1. 

La importancia de la producción de ribosomas resulta particularmente evi- 
dente en los oocitos, en los que los genes para los ARNr estan amplificados 
para ayudar a la smtesis de la gran cantidad de ribosomas necesarios durante 
el desarrollo embrionariotemprano. En los oocitos de Kenopus, los genes para 
el ARNr estan amplificados aproximadamente 2.000 veces, lo que permite que 
exitan un milion de copias por celula* Estos genes de ARNr estan distribuidos 


Figura 8 23 

Nucieotos en oocitos de anfibio. Los genes de ARNr amplificados en los oocitos de 
Xenopus se agmpan en muchos nucleolos (puntos oscuros). (Do D. D. Brown e I. B. 
Dawid, 1968. Science 160: 272.) 
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Figura 8.24 

Estructura del nucleolo. En la micro- 
graffa electrónica se i l ustra el centro fibri- 
lar (FC), el componente fibr i tar denso 
(DFC) y et componente granular (G) del 
nucleolo. (Cortesfa de David L. Spector, 
Cold Spring Harbor Laboratory.) 



entre miles de nucleolos (Fig. 8.23), originandose en total cerca de 10 12 riboso- 
mas por oocito. 

Morfofogicamente, los nucleolos constan de tres regiones diferenciadas: el 
centro fibniar, el componente fibnlar denso y el componente granular (Fig. 8.24). 
Estas tres zomas posiblemente reflejan la progresión de las etapas de transcrip- 
eión del ARNr, procesamiento t y ensamblaje de ribosomas. La modificación de 
otros ARNs pegueńos, como el de la particula de reconocimiento de la seńal 
(vease Capitufo 9), tiene lugar en otro lugar dentro del nucleolo. 

Despues de cada división celular, los nucleolos se forman alrededor de las 
regiones cromosómicas que contienen fos genes para los ARNr 5,8S, 18S y 
28S t y que por esta razón se denominan regiones organizadoras nueleolares 
(NOR). La formación de los nucleolos requiere la transcripción del pre-ARNr 
45S, que parece ser que dtrige la fusión de los cuerpos prenucleolares que 
contienen los factores implicados en et procesamlento y otros componentes del 
nucleolo. Por lo tanto, en la mayoria de las celulas, los nucleolos que estśn 
inicialmente separados se fusionan para formar un unico nucleolo. El tamańo 
del nucleolo depende de la actividad metabólica de la celuia, siendo los 
nucleolos mas grandes en aguellas celulas eon una alta actividad de sintesis de 
protemas. Esta variación se debe fundamentalmente a las diferencias en el ta¬ 
mańo del componente granular, lo que refleja la tasa de ensamblaje de ribo- 
somas. 


Figura 8.25 

Transcripción de los genes de ARNr. 

Una micrografia electrónica de la cromati- 
na nuclear, mostrando tres genes de 
ARNr separados por ADN espaciador que 
no se transcribe. Cada gen de ARNr esta 
rodeado por un conjunto de cadenas de 
ARNr en crecimiento, dando una aparien- 
cia en forma de «arbol de navidad». (Cor- 
tesia de O.L Miller, Jr.) 


Transcripción i/ proce su tu i en to del ARNr 

Cada region de organización nuclear contiene un grupo de genes de ARNr re- 
petidos en tandem y que estan separados entre si por regiones de ADN espa¬ 
ciador que no se transcribe. Estos genes son transcritos activam@nte por la 
ARN polimerasa l t lo que permite que la transcripción se pueda visualizar facil- 
rnente por microscopia electrónica (Fig. 8.25). En las micrografias electrónicas T 
cada uno de los genes de ARNr colocados en tandem se eneuentra rodeado de 
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cadenas de ARN en crecimiento densamente empaquetadas, dando lugar a 
una estructura en forma de «arbol de navidad». La alta densidad de las cadenas 
de ARN en crecimiento es debida a la gran cantidad de moleculas de ARN 
polimerasa, presentes en una densidad maxima de, aproximadamente, una po- 
limerasa por cada cień pares de bases del ADN molde. 

El transcrito primario de los genes de ARNr es el pre-ARNr 45S de gran 
tamano, que contiene los ARNr 18S, 5,8S y 28S, ademas de las regiones espa- 
ciadoras transcritas (Fig, 8,26). Dos espaciadores externos que son transcritos 
se localizan en los extremos 5’ y 3'de los pre-ARNr, y dos espaciadores internos 
se sitiian entre las secuencias de los ARNr 18S. 5.8S y 28S. La etapa inicial 
del procesamiento es una escisión dentro del espaciador externo cerca dei ex- 
tremo 5’ del pre-ARNr, que tiene lugar durante las etapas iniciales de la trans- 
cripción. Esta escisión necesita la RNP nucleolar pequeńa U3 (vease posterior- 
mente) que se une al extremo 5’ del pre-ARNr, formando las caracteristicas 
protuberancias que se observan en la Figura 8.25, Una vez finalizada la trans- 
cripción, se elimina el espaciador del extremo 3’ de la molecula. En las celulas 
humanas, tras esta etapa se produce una escisión en el extremo 5' de la region 
5,8S originando dos precursores, uno del ARNr 18S y otro que contiene el 5,8S 
y el 28S, Escisiones posteriores originan los ARNr maduros, Este procesamien¬ 
to sigue un modela similar en otras especies, aunque hay ciertas diferencias en 
el orden de algunas escisiones, 

Ademas de las escisiones, el procesamiento del pre-ARNr implica importan- 
tes modificaciones en las bases nitrogenadas, debido a la adición de grupos 
metilo a algunas bases concretas y a residuos de ribosa, y por la conversión de 
uridina en pseudouridina (vease Fig, 6.40). En las celulas animales, el procesa¬ 
miento del pre-ARNr implica la metilación de aproxtmadamente cień restos de 
ribosa y 10 bases, ademas de la formación de cerca de cień pseudouridinas. La 
mayoria de estas modificaciones ocurre durante o Inmediatamente despues de 
la sintesis del pre-ARNr, aunque algunas tienen lugar en etapas posteriores del 
procesamiento del pre-ARNr. 

El procesamiento del pre-ARNr requiere la intervención de protemas y 
ARNs localizados en el nucleolo. La participación de ARNs nucleares pequeńos 
(ARNsn) en el procesamiento del pre-ARNm ya se explicó en el Capitulo 6. Los 
nucleolos contienen mas de 300 proteinas y un gran numero (aproximadamente 
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Figura 8 26 

Procesamiento del pre-ARNr. El trans- 
crito pre-ARNr 45S contiene espaciadores 
transcritos externos (ETS) en ambos ex- 
trem os. y espaciadores transcritos inter¬ 
nos (ITS) entre las secuencias de los 
ARNr 18S, 5.8S y 28S. El pre-ARNr es 
procesado medianie una serie de escisio- 
nes (que se muestran en el caso de un 
pre-ARNr humano) para originar los ARNr 
maduros. 
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Figura 8,27 

Papel de los ARNsno en la modifica- 
ción de las bases del pre-ARNr. Los 

ARNsno contienen pequenas secuencias 
complemenlanas al ARNr. Ei aparea- 
miento de bases entre los ARNsno y e! 
pre-ARNr dirige a las enzimas que catali- 
zan la modificación de bases (p. ej., meti- 
lación) a los sitios apropiados del pre- 
ARNr 



pre-ARNr 


-RNPsno 


200) de ARNs nucleolares peąuenos (ARNsno) que intervienen en el proce- 
samiento del pre-ARNr. Al iguaf que los ARNsn de los espliceosomas, los ARN¬ 
sno estan unidos a proteinas, formando RNPsno. Gada RNPsno esta constitui- 
da por un unico ARNsno asociado a ocho o diez proteinas. Las RNPsno se 
unen al pre-ARNr para formar un complejo de procesamiento de manera analo- 
ga a como se forman los espliceosomas en el pre-ARNm. 

Algunos ARNsno son fos responsables de la fragmentación def pre-ARNr en 
productos 18S, 5,8S y 28S. Por ejemplo, el ARNsno nucleolar mas abundante 
es el U3 y esta presente en unas 200.000 copias por celula. Como ya se ha 
dicho, U3 es necesario para la eseisión inicial del pre-ARNr que se produce en 
las regiones espaciadoras transcrifas del extremo 5\ De manera similar t el ARN¬ 
sno U8 provoca la eseisión del pre-ARNr en ARNr 5,8S y 28S y el ARNsno U22 
es responsabfe de la fragmentación del pre-ARNr para dar lugar al ARNr 183. 

Sin embargo, la función de la mayoria de los ARNsno es dirigir las modifica- 
ciones de bases especificas del pre-ARNr, incluyendo fa metilación de residuos 
especificos de ribosa y la formación de pseudouridinas (Fig. 8.27). La mayoria 
de los ARNsno contienen secuencias cortas de, aproximadamente T 15 nucleóti- 
dos que son complementarias a secuencias de los ARNr 183 y 28S. Estas re¬ 
giones complementarias incluyen los sitios de modificación de bases en el 
ARNr. Medianie el apareamiento de bases eon regiones especificas def pre- 
ARNr, los ARNsno actuan como ARNs guias que dirigen a Sas enzimas que 
catalizan la metilación de las ribosas o la conversión de uridina en pseudouridi- 
na, al sitio adecuado de la moleeufa de pre-ARNr Otros ARNs aparte del ARNr 
requieren bases modificadas y se cree que es la localización de RNPsno en el 
nucleolo lo que es fundamental en su papel mas generał en la modificación del 
ARN. Un ejemplo es el ARN de la partfeula de reconocimiento de la seńal (vea- 
se Capitulo 9). 


Ensamblaje de ribosomas 

La formación de los ribosomas implica el ensamblaje dei ARN ribosómico pre- 
cursor eon las proteinas ribosómicas y eon el ARNr 5S (Fig. 8.28). Los genes 
que codifican para las proteinas ribosómicas se transcriben fuera del nucleolo 
por la ARN polimerasa II, originando ARNm que son traducidos en los riboso¬ 
mas citoplasmaticos. Las proteinas ribosómicas se transportan posteriormente 
desde el citoplasma al nucleolo, donde se ensamblan eon los ARNr para formar 
partfeulas prerribosómicas. Aunque los genes para el ARNr 5S tambien se 
transcriben fuera del nucleolo, en este caso por la ARN polimerasa III. se en- 
sambian igualmente en el interior del nucleolo para formar las partfeulas prerri¬ 
bosómicas. 

La asociación de las proteinas ribosómicas eon ef ARNr comienza mientras 
ocurre la sintesis del ARNr, y mas de la mitad de Jas proteinas ribosómicas 
estan unidas al pre-ARNr antes de su procesamiento. Las restantes proteinas 
ribosómicas y el ARNr 5S se incorporan a fas partfeulas prerribosómicas mien¬ 
tras tiene lugar la eseisión del pre-ARNr. Durante la primera etapa de la asocia¬ 
ción ribosómica, la maduración de las dos subunidades ribosómicas emergen- 
tes se diferencia. La maduración de la unidad mas pequeńa, que solo contiene 
ARNr 18S, es mas sencilla e implica unicamente cuatro escisiones de ia endo- 
nucleasa, La eseisión finał que resulta en la ARNr 18S madura normalmente se 
produce tras el transporte de la subunidad 40S al citosol. La maduración de la 
unidad mayor, que contiene 28S, 5,5S y ARNr 5S, implica multipfes escisiones 
del nucleo y se completa dentro del nucleolo. Por lo tanto, la mayoria de las 
partfeulas prerribosómicas del nucleolo son precursores de las subunidades 
grandes (60S). Las etapas finales de la maduración de los ribosomas stguen a 
la salida de las particulas prerribosómicas al citoplasma, formando las subuni¬ 
dades ribosómicas eucariotas 40S y SOS. 
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El nucleo durante la mitosis 

Una caracteristica del nucleo es que se desensambla y se reorganiza cada vez 
que la celula se divide. Al principia de la mitosis, los cromosomas se condensan, 
el nucleolo desaparece y la envuelta nuclear se disgrega, io que da lugar a la 
liberación del contenido nuclear en el citoplasma. Al finał de la mitosis ttene lugar 
el proceso inverso: los cromosomas se descondensan y la envuelta nuclear se 
organiza alrededor de cada juego de cromosomas hijos. En el Capltulo 14 se 
explica de manera extensa el proceso de la mitosis; en este apartado se conside- 
raran los mecanismos implicados en el desensamblaje y reorganización del nu¬ 
cleo. El proceso es controlado principalmente medianie fosfonlaciones y desfos- 
forilaciones reverstb!es de las proteinas nucleares, debido a la aceton de la 
proteina quina$a Cdc2, que es un regulador fundamenta) de la mitosis en las 
celulas eucariotas. 


Figura 8.28 

Ensambłaje de Łos ribosomas. Las pro¬ 
teinas ribosómicas se transportan al nu- 
cleoio desde el citoplasma y comienzan a 
ensambtarse eon el pre-ARNr antes de su 
procesamiento. Al mismo tiempo que se 
procesa el pre-ARNr f proteinas ribosómi¬ 
cas adśeionales y el ARNr 58 (que es sinte- 
tizado fuera del nucleolo) se ensamblan 
para formar particulas prerribosomicas. 
Las etapas finales de la maduración conti- 
nuan eon la salida de las particulas prerri- 
bosómicas al citoplasma. originando las 
subunidades ribosómicas 40S y 60S. 


Disgregación tle la emnielta nuclear 

En la mayona de las celulas, la disgregación de la envuelta nuclear marca el 
lina! de la profase de la mitosis (Fig. 8,29). Sin embargo t el desensamblaje del 
nucleo no es una caracteristica universal de la mitosis y no ocurre en todas las 
celulas. Algunos organismoseucariotas unicelulares(p. ej., Ievaduras) sufren la 
denominada mitosis cerrada, en la que la envuelta nuclear permanece Intacta 
(Fig. 8.30). En la mitosis cerrada, los cromosomas hijos migran a polos opues- 
tos del nucleo, que entonces se divide en dos, Las celulas de los organismos 
eucariotas superiores, sin embargo, normalmente sufren la mitosis abierta, que 
se caracteriza por la rotura de la envuelta nuclear. Los cromosomas hijos enton¬ 
ces migran a los polos opuestos del huso mitótico y los nuevos nueleos se reor- 
ganizan a su alrededor. 
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Figura 8.29 

El nucleo durante la mitosis. Las mi- 

crografias ilustran las etapas $ucesivas 
de la mitosis en una celula vegetaL Du¬ 
rante la profase, los cromosomas se 
condensan, el nucleo desaparece y ia 
envuelta nuclear se disgrega. En la me- 
tafase, los cromosomas condensados 
se atinean en el centro del huso mitótico. 
Entonces los cromosomas hijos se diri- 
gen hacia los poJos del huso (anafase), y 
durante la telofase los cromosomas se 
descondensan y el nucleo se reorgani- 
za. Los cromosomas aparecen en azul y 
los microtubulos del huso en rojo, (Cor- 
tesfa de Andrex S, Bajer, Universi1y of 
Oregon.) 


Telofase 



Figura 8.30 

Mitosis cerrada y abierta. En la mitosis 
cerrada, la envuelta nucloar permanece 
Intacta y los cromosomas migran a los po¬ 
Jos opuestos def huso dentro del nucleo. 
En la mitosis abierta, Ja envuefta nucJear 
se disgrega primero y reorganiza despuśs 
airededor de los dos juegos separados de 
cromosomas. 
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La disgregación de la envuelta nuclear, que ocurre a la vez que la fragmen- 
tación de! reticulo endoplasmico, implica cambios en sus tres componentes: las 
membranas nucleares se fragmentan en vesiculas, los complejos del poro nu¬ 
clear se disocian, y la lamina nuclear se despolimeriza. De estos tres, el suceso 
mejor conocido es la despolimerización de la lamina nuclear —la maila de fila- 
mentos debajo de la membrana nuclear—, La lamina nuclear esta compuesta 
por proteina fibrosas, las laminas, que se asocian entre sf formando filamentos. 

El desensamblaje de la lamina nuclear se debe a la fosforilación de las laminas, 
que provoca la escistón de los filamentos en dimeros de lamina (Fig. 8.31). La 
fosforilación de las laminas esta catalizada por la proteina quinasa Cdc2, ya 
mencionada en el Capitulo 7 (vease Fig. 7,40), y cuyo papel como regulador 
central de la mitosis se explicara en el Capitulo 14. Cdc2 (al igual que otras 
proteinaquinasasactivadas en lascelulas en mitosis) fosforila los distintos tipos 
de laminas; se ha demostrado que el tratamiento eon Cdc2 de nucieos aislados 
era suficiente para inducir la despolimerización de la famina nuclear, El que la 
fosforilación de las laminas sea necesaria para la rotura de la lamina nuclear se 
ha demostrado de manera directa usando laminas mutadas que no pueden ser 
fosforiladas. Cuando los genes que codifican estas laminas mutadas son intro- 
ducidos en las celulas, su expresion b!oquea el desensamblaje normal de la 
lamina nuclear cuando las celulas entran en mitosis. 

A la vez que ocurre el desensamblaje de la lamina nuclear, la envuelta nu¬ 
clear se fragmenta en vesfculas (Fig. 8.32). Las laminas tipo B permanecen 
asociadas a estas vesiculas, pero las laminas A y C se disocian de la membra¬ 
na nuclear y se liberan como dimeros libres al cltosol. Esta diferencia se debe a 
que las laminas B se eneuentran permanentemente modificadas por la adición 
de Ifpidos (grupos prentlo), mientras que los grupos prenilo carboxilo terminales 
de las laminas A y C se eliminan por proteolisis tras su incorporación a la lami¬ 
na. Los complejos del poro nucfear tambien se disocian en subunidades como 
resullado de la fosforilación de algunas proteinas del poro nuclear. Las protei- 
nas integrales de la membrana nuclear tambien son fosforiladas durante la mi¬ 
tosis, y esta fosforilación puede ser importante en la formación de vesiculas asi 

como en la disociación de la membrana nuclear de los cromosomas y de la Desensamblaje de la lamina nuclear. 
lamina nuclear. La lamina nuclear es una maila de fila¬ 

mentos de lamina. En la mitosis, Cdc2 y 
otras proteina quinasas fosforilan las lami¬ 
nas, causando que los filamentos se diso- 
cien en dimeros de lamina libres. 
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Figura 8.32 

Fragmentación de la membrana nu- 
ctear. Cuando ta Iśmina nuciear se diso- 
cia, la membrana nuciear se fragmenta en 
vesiculas. Las laminas tipo B permanecen 
unidas a estas vesieulas, mientras que las 
laminas A y C se liberan formando dime- 
ros. 
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Condensación de los cromosomas 



El otro cambio fundamental en la estructura del nucleo durante la mitosis es la 
condensación de los cromosomas. La cromatina interfasica, que se encuentra 
organizada en los nueleosomas, se condensa aproximadamente mil veces mas 
para formar los cromosomas compactos que se observan en las celulas rmitóti- 
cas (Fig. 8.33), Esta condensación es necesaria para que los cromosomas se 
muevan a lo largo del huso mitótico sin enredarse o romperse durante su segre- 
gación a las celulas hijas. El ADN en este estado aitamente condensado ya no 
puede ser transcrito. por lo que durante la mitosis cesa 
toda la sintesis del ARN. A medida que los cromosomas se 
condensan y la transcripción termina, los nucleolos desa- 
parecen, 

El ADN condensado en los cromosomas metafasicos 
parece que se organiza en grandes bucles, cada uno de 
elfos formado por, aproximadamente f 100 kilobases de 
ADN, unidos a un «andamio» de proteinas (vease Fig. 
4.13). A pesar de su importancia fundamenta!, el mecanis- 
mo de condensación cromosómica durante la mitosis toda- 
via no se conoce. La unidad basica estructura! de la croma¬ 
tina es e! nudeosoma, constituido por 146 pares de bases 
dispuestos alrededor de un nucleo de proteinas histónicas 
compuesto por dos moleculas de cada histona H2A, H2B T 
H3 y H4 (vease Fig. 4,8). A medida que el ADN se Integra 
en el nucleo del nucleosoma, se le une una molecula de 
histona HI. y la interacción entre las histonas HI es la res- 
ponsable del plegamiento de la cromatina en una estructu¬ 
ra de orden superior, mas compacta. La histona HI es un 
sustrato de la proteina puinasa Cdc2 y se fosforila durante 
2 m la mitosis en la mayoria de las celulas, lo que concuerda 


Figura 8.33 

Condensación de los cromosomas. Mi- 

crografia eleclronica que muestra la con¬ 
densación de los cromosomas individua- 
les durante Ła profase de la mitosis. (K.G. 
MurtiA/isuals Unlimited.) 
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eon el papel que desempena esta fosforilación en la condensación de [os cro¬ 
mosomas mitóticos. Sin embargo, experimentos redentes han demostradoque 
la fosforilación de la histona HI no es necesaria para la condensación de los 
cromosomas, por lo que el papel de la fosforilación de la histona HI no esta 
claro. Sin embargo, se ha visto que la fosforilación de la histona H3 sf que es 
necesaria para la condensación de los cromosomas mitóticos, aunque el meca- 
nismo por el que esta fosforilación afecta a la condensación cromosómica toda- 
via no se ha determinado. 

En estudios recientes, se ha identificado un complejo de cinco proteinas 
denominado condensina, que se eneuentra muy conservado en eucahotas. El 
complejo contiene dos subunidades estructurales, que forman parte de una cla- 
se superior de protefnas «de mantenimiento estructural del cromosoma» (SMC) 
y tres subunidades reguladoras, El complejo juega un papel fundamental en la 
organización del cromosoma normal durante la interfase, ademas de en la ma- 
yor condensación que tiene lugar durante la mitosis, Algunas de las subunida¬ 
des reguladoras son fosforitadas por guinasas, entre ellas ia qulnasa Cdc2, y 
esto puede fundonar como un eniace eon modificaciones de la condensación 
cromosómica durante la mitosis. Es interesante que un complejo similar, deno¬ 
minado cohesina, juega un papel en el emparejamiento de cromatidas herma- 
nas durante la metafase. 


Reorganización del nucleo interfdsico 

En la ultima fasę de la mitosis (telofase), se forman dos nuevos nucleos alrede- 
dor de cadajuego separado de cromosomas hijos (vease Fig, 8.29), La descon- 
densación de los cromosomas y la reorganización de la envuelta nuclear parece 
ser que ocurren por la inactivación de Cdc2, que es responsable de la entrada 
en mitosis medianie la fosforilación de las proteinas diana, que incluyen las 
laminas, la histona H3 y las condensinas, La progresión de metafase a anafase 
implica la activación de un sistema de proteolisis mediada por ubiąuitina que 
inactiva la Cdc2, degradando su subunidad reguladora, la ciclina B (vease Fig. 
7.40), La inactivación de Cdc2 provoca Ja desfosforileción de las protefnas que 
fueron fosforiladas af inicio de la mitosis, lo que induce la salida de la mitosis y la 
reorganización del nucleo interfasico. 

La etapa iniciaS de la reorganización de la envuefta nuclear es la unión de las 
vesiculas, que se formaron durante la fragmentación de la membrana nuclear, a 
la superficie de los cromosomas (Fig, 8.34), Esta interacción entre las vesfculas 
de membrana eon los cromosomas puede que se produzca tanto a traves de las 
laminas, como a traves de las proteinas integrales de la membrana nuclear 
interna. Las vesiculas entonces se fusionan para formar una dobie membrana 
alrededor de los cromosomas, Postenormenie, se produce el reensamblaje de 
los complejos del poro nuclear, la reorganización de la lamina nuclear y la des- 
condensación de los cromosomas, hicialmente, las vesfculas se fusionan para 
formar las membranas alrededor de los cromosomas individuales, y luego se 
fusionan unos eon otros para dar [ugar a un unico nucleo completo. 

La reorganización de la envuelta nuclear alrededor de los cromosomas eon- 
densados excluye a las moleculas citoplasmaticas de los nuevos nucleos en- 
samblados. El nuevo nucleo es capaz de expandirse mediante el transport© 
selectivo de protefnas nucleares desde el citoplasma Debidoa que las sehales 
de localización nuclear no se eliminan de las proteinas que se importan al nu¬ 
cleo, estas mismas protefnas nucleares que fueron liberadas al citoplasma tras 
el desensamblaje de la envuelta nuclear al prtneipio de la mitosis, son de nuevo 
reimportadas a los nuevos nucleos despues de la mitosis. La proteina Ran esta 
implicada en muchos de los pasos tempranos de la reforrnación del nucleo. Los 
nucleolostambien reaparecen a medidaque los cromosomas se descondensan 
y comienza la transcripcłón de los genes de ARNr, lo que completa el paso de la 
mitosis a un nucleo interfasico. 
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Figura 8.34 

Reorganizadón de la envuelta nuclear. La primera etapa def reensamblaje de la en- 
vuelta nuclear es la unión de las vesiculas de membrana a los cromosomas, a traves de 
las protefnas integrales de membrana y de las laminastipo B, Entonoes las vesiculas se 
fusionan, la lamina nuclear se reorganiza y los cromosomas se descondensan. 
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RESUMEN 

ENVUELTA NUCLEAR Y TRAFICO ENTRE EL NUCLEO 
Y EL CITOPLASMA 

Estructura de la envuelta nuclear: La envuelta nuclear separa el contenido 
def nucleo y del citoplasma, manteniendo el nucleo como un compartimento 
bioquimico diferenciado que alberga el materiał genetico y sirve como lugar 
de transcripción y procesamiento del ARN en las celulas eucariotas. La en- 
vuelta nuclear esta formada por una membrana nuclear interna y externa, 
unidas a nivel de los complejos del poro nuclear, y por una lamina nuclear 
subyacente. 

Complejo del poro nuclear: Los complejos del poro nuclear son estructu- 
ras grandes y son las untcas vias a traves de las cuales las moleculas pue- 
den viajar entre el nucleo y el citoplasma. Las moleculas pequeńas son ca- 
paces de difundir libremente a traves de los canales abiertos del complejo 
del poro nuclear, Las macromoleculas se transportan selectivamente en un 
proceso dependiente de energia. 

Transporte selectivo de proteinas desde y hacia el nucleo: Las protei- 
nas que van a ser transportadas al nucleo contienen seńales de localización 
nuclear que son reconocldas por receptores que dirigen el transporte a tra- 
ves del complejo del poro nuclear. Las proteinas que se desplazan continua- 
mente entre el nucleo y el citoplasma tienen seńales de exportación nuclear 
que las etiquetan para que sean transportadas desde el nucleo al citoplas¬ 
ma. La pequeńa proteina Ran, que une GTP, se necesita para la transloca- 
ción a traves del complejo del poro nuclear y determina la dirección del trans¬ 
porte. 

Regulación del transporte de proteinas al nucleo y desde el nucleo: La 

actividad de ciertas proteinas, como los factores de transcripción, esta contro- 
lada por la regulación tanto de su entrada, como de su salida desde el nucleo. 

Transporte de ARNs: Los ARNs se transportan a traves del complejo del 
poro nuclear en forma de complejos ribonucleoprotetnicos. Los ARNs men- 
sajeros, los ARNs ribosómieos y los ARNs de transferencia son exportados 
desde el nucleo para participar en la sintesis de proteinas. Los ARNs nuclea- 
res pequeńos son transportados inicialmente desde el nucleo al citoplasma, 
donde se asocian eon proteinas para formar las RNPsn, y estas regresan al 
nucieo. 

ORGANIZACIÓN INTERNA DEL NUCLEO 

Cromosomas y estructura de orden superior de la cromatina: El nucleo 
interfasico contiene heterocromatina altamente condensada, transcripcio- 
nalmente inactiva, asi como eucromatina descondensada. Los cromosomas 
interfasicos se organizan en el nucleo y se estructuran en grandes dominios 
en forma de bucie que funcionan como unidades independientes. 

Dominios funcionales en el interior del nucleo: Algunos componentes 
nucleares se localizan en estructuras o dominios subnucleares concretos. 

NUCLEOLO 

Genes de ARN ribosćmico y la organización deI nucleolo: E! nucleolo 
esta organizado alrededor de los genes para los ARNs ribosómieos. Es el 
lugar de la transcripción y procesamiento del ARNr, del ensamblaje de los 
ribosomas y la modificación de diversos ARNs pegueńos. 


PALABRAS CLAVE 


erwuelta nuclear membrana nuclear, 
lamina nuclear lamina 


compiefo del poro nuclear 


serial de localización nuclear importina, 
Ran, cariofenina, senaf de exportación 
nuclear, exportina, 


heterocromatina, eucromatina 


nucleolo, region organizatora nucleolar 
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ARNs nucleolares pequeńos (ARNsno) 


Cdc2 


Preguntas 

1. Separando la transcripeión de la tra- 
duceión, la envuelta nuclear permite a 
los eucariotas regular fa expresion geni- 
ca mediante procesos que no se encuen- 
tran en los proca riotas. ^Cuales son es- 
tos procesos que son exclusivos de 
eucariotas? 

2. iQue dos papeles juegan las lami- 
nas en la estructura y función nuclear? 

3. Si inyectas cios proteinas, una de 15 
kDa y otrą de 100 kDa, y las dos carecen 
de seńales de transporte nuclear al inte¬ 
rior de un óvu!o de rana. ^entrara alguna 
en el nucleo? 

4. ^Gue dirige la direccionalidad del im- 
porte nuclear? 
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Transcripeión y procesamiento del ARNr : El transcrito pri marto de los ge- 
nes de ARNr es el pre-ARNr 45S, que tras su procesamiento odgina los 
ARNr 108 5,8S y 28S. El procesamiento del pre-ARNr esfa mediado por los 
ARNs nucleolares pegueńos (ARNsno). 

Ensamblaje de rihosomas : Las subunidades ribosómicas se ensamblan 
en el nucleolo a partir de los ARNr y de las proteinas ribosómicas. 

EL NUCLEO DURANTE LA MITOSIS 

Disgregacićn de la envuelta nuclear: La entrada en mitosis se debe a la 
activación de la proteina quinasa Cdc2. En la mayoria de las celulas. la en- 
vuelta nuclear se fragmenta al finał de la profase. La despolimerización de la 
lamina nuclear ocurre por fosforilación de las laminas debido a la actividad 
de Cdc2 y de otras proteina quinasas. 

Condensación de los cromosomas: La fosforilación de las histonas HI y 
H3 se correlaciona eon la condensación de los cromosomas mitóticos, y la 
fosforilación de H3 es necesaria para una condensación adecuada de los 
cromosomas. Un complejo de proteinas denominado condensina es acitva- 
do mediante su fosforilación por Gdc2 y participa en la condensación de los 
cromosomas. 

Reorganización del nucleo interfasico: La inactivación de Cdc2 al finał de 
la mitosis promueve la reorganización de la envuelta nuclear y la desconden- 
sación de los cromosomas. Entonces las proteinas nucleares se importan de 
manera selectiva a traves de los complejos del poro nuclear 


5. Descnbe cómo la actividad de un fac¬ 
to r de transcripeión regulador de un gen 
puede ser regulada por el importe nuclear. 
6* Usted esta estudiando un factor de 
transcripeión regulado por la fosforilación 
de residuos de serina, !o que inactiva la 
seńal de localización nuclear. ^Cómo 
afectaria la sustitución de residuos de se¬ 
nna por alanina a (a localización subcelu- 
lar def factor de transcripeión y a la expre- 
sión de su gen diana? 

7, ^Cómo afectaria una mutación en la 
serial de exportación nuclear de una pro¬ 
teina que viaja continuarrente entre el 
nucleo y el citopiasma a su distribución 
subcelular? 
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8. La replicación del ADN parece tener 
lugar en u nas 200 localizaciones especi- 
ficas o fabricas de replicación. ^Cómo lo- 
calizarias estos dominios en celulas de 
mamifero en cultivo? 

9. Las seńales de localización nuclear 
no son escindidas por peptidasas seńal 
como los son los peptidos de seńal-ER. 
Dados los cambios que sufren los nu- 
cleos durante el cicio cel ułan sugiera una 
razón por la que las seńales de localiza¬ 
ción nuclear no se eliminan. 

10. £,Cual es el papelde la proteina qui- 
nasa dependiente de cicfinas Gdc2 en la 
iniciación de la mitosis? 
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A demas de por la presenci a de un nucleo, las celulas eucariotas se distin- 
guen de las celulas procanotas por la presencia en el citoplasma de orga- 
nuios rodeados de membrana. Estos organulos proporcionan comparti- 
mentos diferenciados en los que tienen lugar actividades celulares espedficas, 
y la subdrvisión resultante del citoplasma permite a las celulas eucariotas fun- 
cionar eficientemente a pesar de su gran tamano (aproximadamente 1.000 ve- 
ces el volumen de las bacterias). 

Debido a la compleja organización interna de las celulas eucariotas, distri- 
buiry dirigir a las proteinas hacia sus destinos adecuados son tareas considera- 
bles. El primer paso en la distribución de las proteinas tiene lugar mientras aun 
esta en marcha la traducción. Muchas proteinas destinadas al reticulo endo¬ 
plasmico, al aparato de Golgi, a los lisosomas, a la membrana plasmatica y a 
ser secretadas se sintetizan en los ribosomas unidos a la membrana del reticulo 
endoplasmico. A medida que la traducción continua, las cadenas polipeptidicas 
se transportan al interior del reticulo endoplasmico, donde tiene lugar el piega- 
miento y procesamiento de las proteinas. Desde el reticulo endoplasmico, las 
proteinas se transportan en vesiculas al aparato de Golgi, donde son nueva- 
mente procesadas y distribuldas para el transporte a los lisosomas, a la mem¬ 
brana plasmatica o a ser secretadas desde la celula Algunos de estos organu¬ 
los, ademas de los endosomas, participan en la organización y el transporte de 
proteinas que son internalizadas desde el exterior celular (vease el Cap. 12). El 
reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi y los lisosomas se diferencian de 
esta manera de otros organulos citoplasmicos en que intervienen conjuntamen- 
te en el procesamiento de las proteinas y en que estan conectados mediante 
vesiculas de transporte. 

Reticulo endoplasmico 

El reticulo endoplasmico (ER) es una red de tubulos y sacos (cisternas) ro- 
deados de membrana que se extśende desde la membrana nuelear por todo el 
citoplasma (Fig. 9.1). Todo el reticulo endoplasmico esta rodeado por una 
membrana continua y es el organulo mas grandę de la mayorfa de las celulas 
eucariotas. Su membrana puede representar aproximadamente la mitad de to- 
das fas membranas de la celula, y el espacio encerrado por e! RE (la luz, o 
espacio de las cisternas) puede representar alrededor del 10 % de todo el volu- 
men celular. Como se trato previamente, hay dos tipos distintos de RE que 
reafizan funciones diferentes en la celula. El RE rugoso, que esta cubierto por 
ribosomas en su superticie externa, y el RE de transición, de donde parten 
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Figura 9,1 

Reticulo endoplasmico (RE)* (A) Micro- 
fotografia electrónica del RE rugoso en 
ce fu las de bigado de rata. Los ri boso mas 
estśn unidos a la cara citosólica de la 
membrana del RE, (B) Microfotografia 
electrónica del RE lisa en las celulas de 
Leydig del testiculo, que participan activa- 
mente en la smtesis de hormonas esteroL 
deas, (A, Richard Rodewald, University of 
Virginia/Biological Photo Service; B, Dan 
Fawcett/Photo Researchers, Inc.) 


yesiculas hada el aparato de Golgi, funcionan ambos en el procesamiento de 
las proteinas. El RE liso no esta asociado eon los ribosomas y esta implićado 
en el metabolismo de los iipidos, en lugar de en el de las protemas. 

Reticulo endoplasmico y secreción de protemas 

El papel del reticulo endoplasmico en el procesamiento y dtstribución de las 
protemas fue demostrado por primera vez porGeorge Palade y sus cołaborado- 
res en los anos 60 (Fig. 9.2). Estos investigadores estudiaron el destino de las 
protemas recien sintetizadas en u nas cel u las especializadas def panereas (ce- 
lulas pancreaticas acinares) que secretan enzimas digestivas a! intestino delga- 
do. Debido a que la mayona de las proteinas sintetizadas por estas celulas son 
secretadas, Palade y colaboradoresfueron capaces de estudiar la ruta tornada 
por las protemas secrefadas simplemente mediante el marcaje eon aminoaci- 
dos radiactivos de las proteinas recien sintetizadas. La localización en la celuia 
de las proteinas marcadas radiactivamente se determinó a continuación me¬ 
dianie una autorrad jog rafia, poniendo de manifiesto los lugares celulares impli- 
cados en los procesos que conducen a la secreción de las proteinas. Despues 
de una breve exposición de las celulas acinares pancreaticas a los aminoacidos 
radiactivos, se detectaron proteinas sintetizadas de novo en el RE rugoso, por 
lo que se le identificó como el lugar de smtesis de las protemas destinadas a la 
secreción. Si a continuación las celulas se ineubaban durante un corto perfodo 
de tiernpo en un medio que contenia aminoacidos no radiactivos (proceso cono- 
cido como caza), las proteinas marcadas radiactivamente se detectaban en el 
aparato de Golgi. Tras periodos de caza mas largos, las proteinas marcadas 
radiactivamente migraban desde el aparato de Golgi a la superficie celular en 
vesfculas de secreción, que posteriormente se fusionaban eon la membrana 
plasmatica para liberar su contenido fuera de la celuia. 

Estos expenmentos definieron una via tornada por las proteinas secreta¬ 
das, la via secretora: RE rugoso -* Golgi -> vesiculas de secreción~exteriorde 
la celuia. Estudios adicionales ampliaron estos resultados y demostraron que 
esta via no esta restringida a las protemas destinadas a ser secretadas. Las 
proteinas de la membrana plasmatica y las lisosómtcas tambien migran desde 
el RE rugoso hasta el Golgi y posteriormente a sus destinos finales. Otras pro¬ 
teinas pasan por las etapas iniciales de la via secretora pero posteriormente 
son retenidas y su actividad tiene lugar en el RE o en el aparato de Golgi. 

Por lo tanto, la entrada de las protemas en el RE representa un cruce de 
caminos muy importante en el trafico de protemas en las celulas eucariotas. 
Las protemas destinadas a ser secretadas o a incorporarse en el RE, aparato 
de Golgi, lisosomas, o membrana plasmatica son dirigidas inicialmente al RE. 
En las celulas de los mamiferos, la mayona de las proteinas son transferidas al 
RE mientras estan siendo traducidas por los ribosomas unidos a la membrana 
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(Fig. 9.3). Por el contrario, las protemas destinadas a permanecer en el citosol o 
que se van a incorporar al nucleo, a las mitocondrias, cloroplastos o peroxiso- 
mas son sintetizadas en los ribosomas libres y liberadas al citosol cuando finali- 
za su traducción. 

Marcaje de las protemas para dirigirse al reticulo endopldsmico 

Las proteinas pueden ser translocadas al RE durante su sintesis en los riboso¬ 
mas unidos a la membrana (translocación cotraduccional) o una vez que la tra¬ 
ducción se ha completado en los ribosomas libres en el citosol (translocación 
postraduccional). En las celulas de los mamiferos, la mayoria de las proteinas 
entran en el RE de manera cotraduccional, mientras que en las levaduras se 
utilizan tanto la via cotraduccional como la postraduccional, E! primer paso en la 
via cotraduccional es la asociación de los ribosomas eon e! RE. La marca que 
determina que los ribosomas se unan eon la membrana del RE es ta secuencia 
de aminoacidos de la cadena polipeptidica que esta siendo sintetizada, en vez 
de propiedades intrinsecas del propio ribosoma. Los ribosomas libres y los uni¬ 
dos a la membrana son funcionatmente indistinguibies, y toda la sintesis protei- 
ca se inicia en los ribosomas que estan libres en el citosol. Los ribosomas impli- 
cados en la sintesis de proteinas destinadas a ser secretadas estan marcados 
para dirigirse al reticulo endoplasmico mediante una secuencia serial localiza- 
da en el extremo amino-terminal de la cadena polipeptidica en crecimiento. Estas 
secuencias serial son pequerios segmentos de aminoacidos hidrófobos que son 
escindidos de la cadena polipeptidica durante su transferencia a la luz del RE. 

El papel generał de las secuencias serial para dirigir a las proteinas a sus 
localizaciones adecuadas en la celula se dilucidó por primera vez mediante estu- 
dios sobre la internalización de las proteinas de secreción en el RE. Estos experi- 
mentos utilizaron preparaciones in vitro de RE rugoso, que se aislaron de extrac- 
tos celulares mediante centrifugación en un gradiente de densidad (Fig. 9.4). 
Cuando las celulas se rompen, el RE se fragmenta en pepuerias vesiculas de- 
nominadas microsomas. Puesto que las vesiculas derivadas del RE rugoso 
estan reeubiertas por ribosomas, estas pueden separarse de vesiculas simiia- 
res derivadas del RE liso o de otras membranas (p. ej., la membrana plasmati- 
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Figura 9.2 

Vfa secretora. Las celulas acinares pan- 
creaticas, que secretan la mayor parte 
de sus proteinas sintetizadas de novoer\ 
el tracto digestivo, se marcaron eon ami¬ 
noacidos radiactivos para estudiar la via 
intracefular utilizada por las proteinas se¬ 
cretadas. Tras un corto periodo de ineuba- 
ción eon aminoacidos radiactivos {marca¬ 
je de 3 minutos), la autorradiografia puso 
de manifiesto que las proteinas sintetiza* 
das de novo se localizaban en el RE rugo¬ 
so. Tras una incubación postenor eon 
aminoacidos no radiactivos (caza) T se ob- 
servó que las proteinas se habtan despla- 
zado desde el RE al aparato de Golgi y 
despues, en el interior de vesiculas de se¬ 
creción, a la membrana plasmatica y al 
exterior de Ła celula. 
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Figura 9.3 

Esquema generał de la distribución de 
las proteinas. En fas celulas de los mami- 
feros, la distribución inicial de fas proteinas 
al RE se produee mientras tiene lugar la 
traducción. Las proteinas sintetizadas en 
los ribosomas fibres permanecen en el ci- 
tosol o son transportadas al nucleo, mito- 
condrias, doroplastos o peroxisomas. Por 
el contrario, las proteinas sintetizadas en 
fos ribosomas unidos a la membrana se 
transiocan al interior del RE mientras se 
estan traduciendo. Pueden ser retenidas 
en el RE o transportadas al aparato de 
Golgi, y de alli a los lisosomas, a la mem¬ 
brana plasmatica, o al exteriorcelular me- 
diante vesiculas de secreción. 


Figura 9.4 

Arslamiento det RE rugoso. Cuando las 
celulas se rompen, el RE se fragmenta en 
pequeńas vesiculas denominadas micro¬ 
somas, Los microsomas derivados def RE 
rugoso (microsomas rugosos) estan rodea- 
dos por ribosomas en su su perlicie externa, 
Debido a que los ribosomas co nti en en 
una gran canlidad de ARN, los microso¬ 
mas rugosos son mas densos que fos mi¬ 
crosomas lisos y se pueden aislar me¬ 
dianie centrifugación de eguilibrio en 
gradiente de densidad. 
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ca). Conerefamente, la gran cantidad de ARN existente en los ribosomas 
aumenta la densidad de las vesiculas de membrana a las que estan unidos, 
permitiendo la purificación de las vesfculas derivadas del RE rugoso (microso¬ 
mas rugosos) medianie centrifugación de equi!ibrio en gradientes de densidad. 

David Sabatini y Gunter Biobel propusieron por primera vez en 1971 que la 
senai para la unión del ribosoma al RE era una secuencia de aminoacidos próxi- 
ma af extremo amino-terminal de la cadena polipeptidica en erecimiento. Esta 
hipótesis fue apoyada por los resultados de ia traducción in vitro de ARNm que 
codifican proteinas secretadas, como las inmunoglobulinas (Fig. 9.5) Si un 
ARNm que codifica una proteina secretada era traducido in vitro por ribosomas 
fibres, se observaba que la proteina producida era ligeramente mayor que la 
proteina normal secretada. Sin embargo, si se ańadian microsomas al sistema 
la proteina traducida in vitro se incorporaba a los microsomas y se escindia en 
el tamano adecuado. Estos experimentos condujeron a que se formulara de una 
manera mas detallada la hipótesis de la seńal, proponiendo que una secuencia 
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a los microsomas 


5 1 

ARNm 


guia amino-terminal marca y dirige la cadena polipeptidica a los microsomas y 
que as oscindida posteriormente por una proteasa microsomal. Muchos hallaz- 
gos poste riores han sostenido este modelo, incluyendo experimentos eon ADN 
recombinante que han demostrado que la adición de una secuencia serial a una 
proteina que normalmente no es secretada es suficiente para dirigtr la incorpo- 
ración de la proteina recombinante ai RE rugoso. 

El mecanismo por el que las proteinas seeretadas son dtrigidas al RE duran- 
te su traducción (vi'a cotraduccional) se conoce bien actualmente. Las secuem 
cias seńal estan constituidas aproximadamente por 20 aminoacidos, incluyendo 
un grupo de residuos hidrófobos, habitualmente en el extremo amino-ternninal 
de la cadena polipeptidica (Fig, 9 6). A medida que salen del ribosoma, las se- 
cuencias seńal son reconocidas y unidas a una particula de reconocimiento 
de la seńal (PR5) que esta constituida por seis polipeptidos y un ARN citoplas- 
mico pequeńo (ARNsrp). La PRS se une tanto al ribosoma como a la secuencia 
seńal inhibiendo la traducción y dirigiendo todo el complejo (PRS P ribosoma, y 
la cadena polipeptidica en crecimiento) al RE mediante la unión al receptor de la 
PRS en la membrana del RE (Fig. 9.7}, La unión al receptor libera a la PRS del 
ribosoma y de la secuencia seńal de la cadena polipeptidica en crecimiento. 
Entonces el ribosoma se une a un complejo de translocación de proteinas en la 
membrana del RE ? y la secuencia seńal es insertada en un cana! de la membra¬ 
na o translocón En las levaduras y en las celulas de los mamiferos, los trans- 
locones que atraviesan la membrana del RE estan constituidos por tres proteL 
nas transmembrana, denominadas proteinas SecGI. Las proteinas Sec61 de las 
ievadurasy los mamiferos estan estrechamente relacionadas eon las proteinas 
de la membrana plasmatica que transtocan los polipeptidos secretados en las 
bacterias, demostrandose una conservación significativa de la maquinaria de 
secreción de proteinas en las celulas procariotas y eucanotas. La transferencia 


Figura 9.5 

Incorporación de las proteinas de se¬ 
creción a los microsomas. Las protef- 
nas de secreción son dirigidas ai RE por 
una secuencia seńal localizada en su ex- 
tremo amino(N)-lerminal, que se elimina 
du ranie la incorporación de la cadena poli- 
peplidica en crecimiento al RE. Esto se 
demostró mediante experimentos que 
mostraron que la traducción de los ARNm 
de una proteina de secreción en los ribo- 
somas libres daba lugar a proteinas que 
mantenian su secuencia seńal y que por 
tanto eran ligeramente mas grandes que 
las proteinas de secreción normaies. Sin 
embargo, cuando se ańadian microsomas 
al sistema, las cadenas polipeptidicas en 
crecimiento se Incorporaban a los micro¬ 
somas y las secueneias seńal eran elimi- 
nadas mediante una rotura proteolitica. 


Figura 9.6 

Secuencia senat de la hormona del 
crecimiento. La mayoria de las secuen- 
cias seńal contienen un segmento de ami- 
noacidos hidrófobos. precedido por resi¬ 
duos basicos (p ej., argintna). 


Sitio de escisión 
de la peptidasa seńal 
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Hipótesis de la seńal 


Transferencia de proteinas a traves de membranas, I, Presencia 
de cadenas ligeras de inmiinoglobulinas procesadas proteoliticamente 
y sin procesar en ribosomas unidos a membrana procedentes 
de mieloma murino 

Gunter Bfobel y Bernhard Dobberstein 

Rockefeller University, New York 

Journal of Celi Bioiogy; 1975. Vołumen 67, pags. 835-851 


Contexto 

iCómo se transfieren las cadenas 
polipeptidicas especificas a traves 
de las membranas adecuadas? 
Estudios en los ańos 50 y 60 
indicaban que las proteinas 
secretadas eran sintotizadas en 
ribosomas unidos a membrana y 
que se transferian a traves de la 
membrana durante su sintesis, Sin 
embargo, esto no explicaba por 
que los ribosomas implicados en la 
smtesis de las proteinas 
secretadas se unen a la membrana 
mientras que los ribosomas que 
sintetizan las proteinas citosólicas 
no io hacen. Una hipótesis para 
explicar esta diferencia fue 
sugerida por prtmera vez por 
Gunter Biobel y David Sabatini en 
1971. En ese momento 
propusieron que (1) Los ARNm que 
se traduclan en los ribosomas 
unidos a membrana eontenian un 
conjunto caractenstico de codones 
justo en 3 f a partir del sitio de 
iniciación, (2) latraducdón de estos 
codones genera una secuencia 
caractenstica en el extremo 
amino-terminal de la cadena 
polipeptfdica en crecimiento (la 
secuencia senat), y (3) la secuencia 
seńal provoca ta unión de! 
ribosoma a la membrana. En 1975, 
Biobel y Dobberstein informaron 
acerca de una serie de 
experimentos que apoyaban esta 
idea. Ademas, propusieron una 
«versión algo mas detal lada de 


esta hipótesis, en lo sucesivo 
llamada la hipótesis de la seńaU, 

Experimentos 

Los mielomas son canceres de 
iinfocitos B que secretan 
inmunogiobuiinas activamente, 
por lo que proporcionan un buen 
modelo para los estudios de 
proteinas secretadas. Estudios 
previos en el laboratorio de Cesar 
Milstein habian demostrado que 
las proteinas producidas por la 
traducción in vitro del ARNm de la 
cadena ligera de las 
inmunogiobuiinas contienen 
aproximadamente 20 aminoaeidos 
en su extremo amino-terminal que 
no estan presentes en (as 
cadenas ligeras secretadas. Este 
resultado condujo a la suposición 
de que estos aminoaeidos dirigen 
la unión del ribosoma a la 

La traducdón in vitro del ARNm de las cadenas 
ligeras de las inmunogiobuiinas en ribosomas 
libres (carril 1) da lugar a un procfucto que 
migra mas lentamente que las cadenas ligeras 
secretadas (carril S) en la electroforests en gel. 
Por el contrario. las cadenas ligeras 
sintetizadas por la traducción in vitro en 
ribosomas unidos a membranas (carril 2) tienen 
el mismo tamańo que las cadenas ligeras 
secretadas. Ademós, a los productos de la 
traducción in vitro en ribosomas unidos a 
membrana no les afectó la digestión postertor 
eon proteasas (carril 3), lo que indica que 
estaban protegidos de las proteasas por la 
inserción en los microsomas. 


membrana. Para comprobar esta idea, 
Biobel y Dobberstein investigaron la 
smtesis de cadenas ligeras, por 
ribosomas unidos a membrana, a partir 
de las celulas del mieloma. 

Como era de esperar por trabajos 
previos, la traducdón in i/itro del ARNm 
de las cadenas ligeras en los ribosomas 
libres daba lugar a una proteina que era 
mas grandę que la cadena ligera 
secretada (vease la Figura). Por el 
contrario, la traducción in vitro del 
ARNm asociado a los ribosomas unidos 
a membrana de las celulas del mieloma, 
daba lugar a una proteina que tema el 
mismo tamańo que fa cadena ligera 
secretada norma!, Es mas r Jas cadenas 
ligeras sintetizadas por los ribosomas 
que permaneeian unidos a los 
microsomas eran resistentes a la 
digestión por proteasas ańadidas, lo que 
indicaba que las cadenas ligeras habian 
sido trasferidas a los microsomas. 

Estos resultados indicaban que una 
secuencia seńal amino-terminal es 
eliminada por una proteasa 


2 

s«ri 


3 S 

y ' 





del ribosoma desde fa PRS al complejo Sec61 permite que se reanude la tra¬ 
ducción, y la cadena poJipeptfdica en crecimiento se transfiere directamente al 
canal Sec61 y atraviesa la membrana del RE a medida que continua la traduc¬ 
ción. Asi, el proceso de la sintesis de proteinas dirige directamente la transfe¬ 
rencia de las cadenas polipeptidicas en crecimiento a traves del canal Sec61 y 
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Hipótesis de la senal (continuación) 


en los microsomas a medida que 
las cadenas polipeptidicas en 
crecimiento se trasfieren a traves 
de !a membrana. Los resultados se 
mterpretaron en terminos de una 
versión mas detallada de la 
hipótesis de la senal. Como 
expusieron Blobel y Dobberstein *<la 
caracteristica esencial de la 
hipótesis de la senat es la existencia 
de una secuencia unica de codones, 
localizada inmediatamente a ta 
derecha del codon de inidación, 
que estś presente solo en aquellos 
ARNm cuyos productos de 
traducción han de ser transferidos 
a traves de una membrana.” 

Impacto 

La transferencia selectiva de 
proteinas a traves de las 


membranas es fundamenta! para el 
mantemmiento de los organulos 
rodeados por membrana de las 
celutas eucartotas. Para mantener 
la identidad de estos organulos, las 
proteinas deben ser translocadas 
especificamente a traves de las 
membranas apropiadas, La 
hipótesis de la senal proporcionó la 
base conceptual para comprender 
este fenómeno. Este modelo 
basico no solo ha sido comprobado 
firmemente para la transferencia de 
proteinas secretadas en el reticulo 
endoplasmico, sino que tambien ha 
proporcionado et marco para 
comprender el marcaje y dirección 
de las proteinas a todos los 
compartimentos de la cel ula 
rodeados por membrana, y por 
consiguiente causando un impacto 



Gunter BSobel 


en practicamente todas las areas 
de la biologia cel ula r. 





al interior del RE. A medida que continua la translocación, la peptidasa senal 
escinde la secuencia senal y el polipeptido es liberado en la luz del RE. 

Muchas proteinas en las levaduras T asi como algunas proteinas en las celu- 
fas de los mamiferos, son dirigldas al RE tras haber sido traducidas (transloca¬ 
ción postraduccional), en lugar de ser transferidas al RE durante su smtesis en 


3' ARNm 


Paso 1 


Paso 2 


Paso 3 


Figura 9,7 

Dirección cotraduccional de proteinas 
de secreción al RE. Paso 1; A medida 
que la secuencia senal emerge del ribo- 
soma, es reconocida y unida a la particu- 
la de reconocimiento de la senal (PRS). 
Paso 2: La PRS acompańa al complejo 
hasta la membrana del RE, donde se une 
al receptor de la PRS. Paso 3: La PRS se 
libera, el ribosoma se une a un translo- 
cón. y la secuencia senal se mserta en un 
canal de membrana. Paso 4; Se reanuda 
la traducción, y la cadena polipeptidica 
en crecimiento es translocada a traves 
de la membrana. Paso 5: La escisión de 
la secuencia senal por ta peptidasa de la 
senal libera el polipeptido en la luz del RE 
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Figura 9.8 

Transiocación postraduccional de las 
proteinas en el RE. Las proteinas desti- 
nadas a una internalizacion postraduccio¬ 
nal al RE se sintetizan en ribosomas libres 
y se mantienen en una conformación des- 
plegada mediante chaperonas citosólicas. 
Sus sec u en ci as seńal son reconocidas 
por el complejo Sec62/63, que esta aso- 
ciado eon el translocón en la membrana 
del RE, La proteina Sec63 tambien esta 
asociada eon una proteina chaperona 
(BiP), que actua como un «trinquete > mo- 
iecular dirigiendo la transiocación de la 
proteina al interior del RE, 



Translocón 


endoplasmico 


3' ARNm 


Secuenda senal 


Cadena 

polipeptidica compieta 


los ribosomas unidos a la membrana. Estas protemas son sintetizadas en riboso¬ 
mas citosolicos libres, y su incorporación postraduccional al RE no requiere una 
PRS. En su lugar, sus secuencias seńal son reconocidas por proteinas reeepto- 
ras diferentes (el complejo Sec62/63) asociadas eon el translocón en la membra¬ 
na del RE (Fig. 9,8). Se requieren las chaperonas citosólicas Hsp70 para mantę- 
ner a las cadenas polipeptidicas en su conformación primaria para que puedan 
penetrar en el translocón, y otrą chaperona Hsp70 en el interior del RE {denomi- 
nada BiP) es necesaria para permitir que la cadena polipeptidica atraviese el 
canaJ hasta el interior del RE, Parece que la unión de las cadenas polipeptidicas a 
BiP es necesaria para dirigir la traslocación postraduccional de las proteinas al 
RE, mientras que la transiocación cotraduccional de las cadenas polipeptidicas 
en credmiento esta dirigida directamente por el proceso de la sintesis proteica. 

Inserción de las proteinas en la membrana del RE 

Las protemas cuyo destino es ser secretadas o residir en la luz del RE, aparato 
de Golgi, o lisosomas son translocadas a 1raves de la membrana y itberadas en 
la luz del RE tal como ya se ha descrito. Sin embargo, las proteinas destinadas a 
incorporarse en ia membrana plasmatica o en la membrana def RE f Golgi, o fiso- 
somas se insertan inicialmente en la membrana del RE en lugar de ser liberadas 
a la luz. Desde la membrana del RE continuan hasta su destino finał por la rnisma 
ruta que la de las proteinas secretadas: RE-Golgi-Membrana plasmatica o lisoso- 
mas. Sin embargo, estas protemas son transportadas a i o largo de esta ruta como 
componentes de la membrana, en lugar de como proteinas solubles. 

Las protemas integrales de la membrana se incluyen en la membrana me¬ 
diante regiones hidrofóbicas que atraviesan la bicapa lipidica (Fig. 2,48). Las 
partes de estas proteinas que atraviesan la membrana suelen ser regiones en 
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Figura 9.9 

Orientaciones de las protein as de membrana. Las proteinas integrales de ia membrana 
atraviesan la membrana medianie region es en alfa-hó lice de 20 a 25 aminoacidos hidrófo- 
bos. que pueden insertarse eon distintas orientaciones. Las proteinas de la izquierda y del 
centro atraviesan la membrana una untca vez, pero se diferencian en función de que sea el 
extremo amino (N) o carboxi!o (C) terminal el que estś en e! lado citoplasmico, A la derecha 
hay un ejemplo de una proteina que tiene multiples regionesque atraviesan la membrana. 


helice alfa constituidas por 20 a 25 aminoacidos hidrófobos. La formación de 
una helice alfa maximiza los puentes de hidrógeno entre los enlaces peptidicos, 
y las cadenas laterales hidrofobas de los aminoacidos interaccionan eon las 
colas de acidos grasos de los fosfolfpidos, Sin embargo, las distintas protefnas 
integrafes de la membrana difieren en como estan insertadas. (Fig. 9.9). Por 
ejemp/o, mientras que algunas proteinas integrales atraviesan la membrana 
una sola vez, otras tienen multiples regiones que atraviesan la membrana. Ade- 
mas. algunas proteinas estan orientadas en la membrana eon su extremo ami- 
no-terminal en el lado citosólico; otras tienen su extremo carboxilo-terminal ex- 
puesto a! citosol. La orientación de las proteinas insertadas en el RE, Golgi s 
lisosomas y membranas plasmaticas se establece a medida que las cadenas 
polipeptidicas en crecimiento se translocan en el RE. La luz del RE equivale 
topológicamente al exterior de la celufa, por lo que los dominios de las protefnas 
de la membrana plasmatica que estan expuestos en la superficie celular se 
corresponden eon las regiones de la cadena polipeptidica que se translocan al 
interior de! RE (Fig. 9.10). 

El mecanismo mas directo de inserción en la membrana del RE da como 
resultado la sintesis de proteinas transmembrana orientadas eon sus extremos 
carboxilo terminal hacia el citosol (Fig. 9.11). Estas proteinas tienen una secuen- 
da sehal amino terminal normal, que es escindida por la peptidasa seńal durante 
la translocación de la cadena polipeptidica a traves de !a membrana del RE por el 
translocón. Seguidamente se anclan a la membrana por una segunda helice alfa 
que atraviesa la membrana, localizada en el centro de la proteina, Esta secuenda 
transmembrana, denominada secuencia de detención de la transferencia, de- 
termina el cierre del canal translocón. De este modo se blopuea que la cadena 
polipeptidica se siga translocando a traves de la membrana del RE, por lo que la 
porción carboxilo terminal de la cadena polipeptidica en crecimiento se sintetiza 
en el citosol. Ahora se produce la separación de las subunidades del translocón 
y el dominio trasmembrana de la proteina penetra en la bicapa lipidica. Por lo 
tanio, la inserción de estas protemas en la membrana implica la acción secuen- 
cial de dos elementos diferentes: una secuencia sehal amino terminal suscepti- 
ble de ser escindida que inicia la translocación a traves de la membrana, y una 
secuencia transmembrana de detención de la transferencia que ancla la protei¬ 
na a la membrana. 
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Figura 9.10 

Topologia de la via sec retora. La luz del reticulo endoplasmico y del aparato de Golgi 
son topológlcamenteequivalentes al exterior de la celirla. Por tanto, aquellas partes de las 
cadenas poltpepUdlcas que se translocan al interior del RE son expuestas en la superficie 
celular tras su tran spode a i a membrana pląs mat i ca. 
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Figura 9.11 

Inserción de una proteina de membrana eon una seeuencia senat susceptible de escisión y una unica seeuencia 
de detención de la transferencia. La seeuencia seńal se escinde a medida que la cadena polipeptidica atraviesa fa 
membrana, por lo que el extremo amino terminal de la cadena polipeptidica queda expuesto a la luz del RE, Sin embargo, 
la translocacion de la cadena polipeptidica a lraves de la membrana es interrumpida por una seeuencia transmembrana 
de detención de la transferencia, que cierra el canal detranslocación Sec61 y abandona el canal lateralmente para anclar 
la proteina a la membrana del RE. La continuación de la traducción da lugar a una proteina que atraviesa la membrana 
eon su extremo carboxilo terminal en el lado citosólico. 


Las proteinas tambien pueden anclarse en la membrana del RE mediante 
secuencias seńal internas que no son escindictas por la peptidasa seńal 
(Fig. 9.12), Estas secuencias seńal internas son reconocidas por la PRS y tras- 
ladadas a la membrana del RE de la manera vista hasta ahora. Sin embargo, 
debido a que no son escindidas por la peptidasa seńal T estas secuencias seńal 
actuan como helices alfa transmembrana que abandonan el canal de transloca- 
ción y andan a las proteinas a la membrana del RE, Es importante seńalar que 
las secuencias seńal internas pueden estar orientadas de tal manera que dirijan 
la translocación a traves de la membrana bien del extremo amino o bien del 
extremo carboxilo terminal de la cadena polipeptidica Por tanto, dependiendo 
de la orientación de la seeuencia seńal, las proteinas insertadas en la membra¬ 
na mediante este mecanismo pueden tener bien su extremo amino o bien su 
extremo carboxilo terminal expue$to al citosol. 

Las proteinas que atraviesan la membrana varias veces se piensa que son 
insertadas como resultado de una serie alternante de secuencias seńal internas 
y secuencias transmembrana de detención de la transferencia. Por ejemplo, 
una seeuencia seńal interna puede dar lugar a la inserción en la membrana de 
una cadena polipeptidica eon su extremo amino terminal en el lado citosólico 
(Fig, 9,13). Si a continuación se eneuentra una seeuencia de detención de la 
transferencia, el polipeptidoformara un bucie en la luz del RE, y la sintesis de la 
proteina continuara en el lado citosólico de la membrana. Si aparece una se- 
gunda seeuencia seńal, la cadena polipeptidica en crecimiento se insertara otrą 
vez en el RE, dando lugar a otro dominio en forma de bucie en el lado citosólico 
de la membrana, A esto le puede seguir otrą seeuencia de detención de la trans- 
ferencia, por lo que una serie alternante de secuencias seńal y de detención de 
la transferencia pueden dar lugar a la inserción de las proteinas que atraviesan 
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Figura 9.12 

Inserción de proteinas de membrana 
eon secuenctas senal internas que no 
se escinden. Las secuencias senal inter¬ 
nas que no se escinden pueden dar lugar 
a la inserción de cadenas polipeptfdicas 
en cualąuier orientación en la membrana 
del RE. (A) La secuencia seńaf dirige la 
inserción del polipeptido de tal forma que 
su extremo amino terminal queda expues- 
to al lado citosólico. El resto de la cadena 
polipeptfdica se transloca al interior del 
RE a medida que continua la traducción. 
La secuencia senal no se escinde. por lo 
que actua como una secuencia que atra- 
viesa la membrana que ancla la proteina a 
la membrana eon su extremo carboxilo 
terminal en la luz del RE. (B) Otras se- 
cuencias senal internas se orientan de tal 
manera que dirigen la transferencia de la 
porción amino terminal del polipeptido a 
łraves de la membrana, Al continuar la tra¬ 
ducción se forma una proteina que atra- 
viesa la membrana del RE eon su extremo 
amino terminal en la luz y su exiremo car- 
boxilo terminal en el citosol. Observese 
que esta orientación es la misma que la que 
resulta de la inserción de una proteina que 
contiene una secuencia senal que se es¬ 
cinde seguida de una secuencia de deten- 
ción de fa transferencia (vease Fig. 9.11), 
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Luz del retfeulo endoplasmtco 
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la membrana varias veces, eon dominios en forma de bucie expuesios tanto a la 
luz del RE como al lado cttoplasmico. 

Plegamiento y procesamiento de las protemas en el RE 

El plegamiento de las cadenas polipeptidicas en sus conformaciones tridimen- 
sionales correctas, el ensamblaje de los polipeptidos en proteinas constituidas 
porvarias subunidades, y las modificacionescovalentes implieadasen el proce- 
sam lento de las proteinas se trataron en el Capftulo 7. Con respecto a las pro¬ 
teinas que entran en la vfa secretora, muchos de estos acontecimientos ocu- 
rren durante la translocación a traves de la membrana del RE o en el interior de 
la luz del RE, Uno de estos procesos es la rotura proteolitica del peptido senal a 
medida que la cadena polipeptfdica se transloca a traves de la membrana del 
RE. El RE es tambien el sitio donde tiene lugar el plegamiento de las proteinas, 
el ensamblaje de proteinas de varias subunidades, la formación de los puentes 
disulfuro, las primeras etapas de la glicosilación, y la adición de anclajes de 
glicotipidos a algunas protefnas de la membrana plasmatica. De hecho, el papel 
Principal de las protefnas de la luz del RE es catalizar el plegamiento y ensam¬ 
blaje de los polipeptidos recien translocados. 

Como ya se ha dicho, las proteinas se translocan a traves de la membrana 
del RE a modo de cadenas polipeptfdicas sin plegar mientras prosigue su tra¬ 
ducción, Por lo tanto, estos polipeptidos se pliegan en su conformación tridi- 
mensional en el RE. asistidos por las chaperonas moleculares que facilitan el 
plegamiento de las cadenas polipeptfdicas {vease Cap. 7). Se cree que la cha- 
perona Hsp70, BiP, se une a la cadena polipeptidicasin plegar cuando cruza la 
membrana, y despues media el plegamiento proteico y el ensamblaje de protei- 
nas con multipies subunidades, en el interior del RE (Fig. 9.14). Las proteinas 
correctamente ensambladas son liberadas de BiP y otras chaperonas, y asi 
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estan disponibies para su transporte af aparato de Golgi. Las proteinas pfega- 
das de forma anómala o incorrectamente ensambladas son dianas de degrada- 
ción, como se estudia mas adeiante. 

La formación de puentes disulfuro entre las cadenas laterales de los resi- 
duos de cisteina es un aspecto importante del ptegamiento y ensamblaje proteL 
co en el RE Estos puentes nose forman en el citosol, que secaracteriza por ser 
un ambiente reductor que mantiene fos residuos de cisteina en su estado redu- 
ctdo ( — SH|. En el RE, sin embargo, un ambiente oxidante promueve la formación 
de puentes disulfuro (S S), y los puentes disulfuro formados en el RE desempe- 
ńan un papel importante en la estructura de las proteinas secretadas y de la 
superfide celuiar. La formación de los puentes disuffuro esta favorecida por la 
enzima proteina disulfuro isomerasa (vease Fig. 7.21) que se localiza en la 
luz del RE, 

Las proteinas tambien son glicosiladas en residuos especificos de asparra¬ 
gina (/V-gIicosiJación), en el RE, mientras se estan traduciendo (Fig, 9.15). 
Como se trato en el Capitulo 7, se ańaden unidades de oligosacaridos constitui- 
das por 14 residuos de azucar a los residuos de asparragina de las cadenas 
polipeptidicas en crecimiento, mientras estan siendo translocadas al RE. El oligo- 
sacarido se sintetiza en un transportador lipidico (dolicol) anclado en la membra¬ 
na del RE. Despues se transfiere como una unidad a los residuos de asparragina 
aceptores en la secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr medianie una enzima unida 
a la membrana denominada oligosacaril transferasa, Se elimtnan cuatro resi¬ 
duos de azucar (tres glucosas y una manosa) mientras la proteina aun esta en 
el RE n y la proteina es modificada posfenormenfe despues de haber sido trans- 
portada al aparato de Golgi (lo que se tratara posteriormente en este capitulo). 


Figura 9.13 

Inserción de una proteina que alravie- 
sa la membrana varias veces. En este 
ejemplo, una secuencia senal interna da 
lugar a la inserción de la cadena polipepti- 
dica eon su extremo amino terminal en el 
lado citosol ico de la membrana, Una se¬ 
cuencia de detención de la transferencia a 
continuación determina el cierre del canal 
de translocacion, lo que provoca que la 
cadena polipeptidica formę un bucie en la 
luz del RE r y la traduccion continua en el 
citosol, Una segunda secuencia senal in- 
tema produce la reapertura del canal, lo 
que provoca la reinserción de la cadena 
polipeptidica en la membrana del RE y 
formandose un bucie en el citosol. El pro- 
ceso puede repetirse muchas veces, dan- 
do lugar a la inserción de proteinas eon 
multiples regiones que atraviesan la mem¬ 
brana. 























































































368 * Sección lii • Estructura y función celulares 



Figura 9.14 

Plegamiento de proteinas en el RE. La 

chaperona molecular BiP se une a las ca- 
denas polipeptldicas cuando alraviesan la 
membrana del RE y favorece el plega¬ 
miento y el ensambtaje de proteinas en el 
RE, 


Algunas proteinas se ancien a la membrana plasmatica mediante glicohpi- 
dos en lugar de mediante regiones de la cadena polłpeptidica que atraviesan la 
membrana. Debido a que estos glicolipidos anclados a la membrana contienen 
fosfatidilinositol, se denominan ancfajes de glicosiffosfatidilinositof (GFI) 
cuya estructura se muestra en la Figura 7.32. Los anclajes de GFI se ertsam- 
blan en la membrana del RE. Se unen inmediatamente despuesde completarse 
la sintesls de las proteinas, al residuo carboxilo terminal de algunas proteinas 
and ad as en la membrana por una region C-terminal que atraviesa la membrana 
(Fig. 9.16). La region transmembrana de la proteina se intercambia por el ancla- 
je de GFI t por lo que estas proteinas permanecen unidas a la membrana solo a 
traves del glicolipido. Al igual que las proteinas transmembrana, son transporta- 


Figura 9.15 

Glicosilacrón de proteinas en ei RE, 
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El oligosacarido se 
transfiere des de un 
transportador lipidico de 
dolicol a las cadenas 
polipeptidicas mientras 
estśn s len do 
trans locad as a traves de 
la membrana del RE, 


Se eliminan tres 
residuos de glucosa 
mediante dos enzimas 
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Citosol 


Luz del RE 


coo- 


Cadenas lateraies de acidos grasos 


C = G 


Figura 9.16 

Union de los anclajes de GFL Los an¬ 
clajes de gflcosilfosfatidilinositol (GFI) 
contienen dos cadenas de acidos grasos, 
un resto oligosacarido constituido por ino- 
sitol y otros azucares, y etanolami na (vea- 
se Fig, 7,32 para una estmctura mas deta- 
llada). Los anclajes de GFI se ensamblan 
en el RE y se unen a los polipeptldos an- 
ciados en la membrana por una region 
carboxilo terminal que atraviesa la mem¬ 
brana. La region que atraviesa la mem¬ 
brana se escinde. y el nuevo extremo car- 
boxślo terminal se une al grupo NH 2 de la 
etanolamina inmediatamente despues de 
que haya finał izado la traducdón, dejando 
a la proteina unida a la membrana me¬ 
dianie el anelaje de GFL 


das a la superficie celular como componentes de la membrana a traves de la via 
secretora, Su orientación en el RE determlna que las proteinas ancladas al GFI 
sean expuestas hacia el exterior de la celula, permaneciendo unidas a la mem¬ 
brana a trave$ del anelaje de GFI. 

Posiblemente hasta la mitad de las proteinas sintetizadas en el RE son de- 
gradadas en menos de 20 minutos, principalmente porgue no se pliegan correc-* 
tamente. Asi, un papę! importante del RE es identificar las proteinas mai plega¬ 
das, marcarlas y dirigirlas a la via de degradación. Puesto que ayudan a las 
proteinas a plegarse correctamente. las chaperonas y las enzimas del procesa- 
miento proteico presentes en el lumen del RE a menudo actuan como sensores 
de proteinas plegadas incorrectamente. El proceso de contro! de calidad de 
proteinas del RE no se conoce por completo, pero los papeles que juegan las 
chaperonas glicoproteicas, calnexina y calreticulina (Fig. 9.17), son bastante 
conocidos, Estas proteinas unen residuos de azucar presentes en las glicopro- 
teinas parcialmente plegadas antes de que se complete la translocación y facili- 
tan el correcto plegamiento de las glicoproteinas. Si la glicoproteina es incapaz 
de plegarse tras multiples ciclos, el complejo de la chaperona lo enviara a una 
via de degradación que implica la retrotranslocación de la cadena proteina a 
traves del canal del translocón. En et citosol sera marcada por ubiquitinadón y 
degradada en el proteasoma como se describió en el Capitulo 7. 

RE liso y sintesis de U pi dos 

Ademas de su actividad en ei procesamiento de las proteinas secretadas y de 
membrana, el RE es el sitio principal en el que se sintetizan los lipidos de la 
membrana en las ceiulas eucariotas, Puesto que son extremadamente hidrófo- 
bos, los lipidos se sintetizan asociados eon membranas celulares ya existentes, 
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Citosol 



Citosol 


Lumen de! reticulo 
endoplasmico 


La escisión de! peptido seria) y unión de! oligosacarido 
por un enlace N tienen lugar mientras la cadena 
proteica sale de! translocón. A continuaeion se 
eliminan dos residuos de glueosa, permitiendo a la 
calnexina unirse a la gficoproteina. 


Ubiguitina 


R i boso ma- 
Translocón 


Calnexma 

\ 


UDP 


•HJDP 


Si la glicoprotema no se pliega 
eorrectamente, los residuos hidrofóbicos 
expuestos son reconocidos por una 
UDP-glucosiltransferasa. Se Iransfiere 
una glueosa a la glicoprotelna, 
permitiendo que sufra ci cl os de 
plegamlento adicionales por calnexina. 


Si la glrcop rotę Ina no puede 
plegarse correctamente. los 
residuos de ma nosa son 
retirados y la proteina es 
retrotranslocada ai citosol, 
ubigurtinada y degradada 
en el proteasoma. 


Tras el plegamiento 
por calnexina, la 
glicoproteina es 
liberada y la 
glueosa restante 
ret i rada, Si la 
glicoprotelna esta 
plegada 
correctamente, 
saldra del RE de 
transición en una 
vesicula 
transporladora. 


Figura 9 .17 

Plegamiento de glicoprotemas por la 

calnexina. en lugar de hacerfo en el ambiente acuoso del citosol, Aunque algunos lipidos 

se sintetizan asociados eon otras membranas, la mayoria se sintetizan en el 
RE. Despues son transportados, en vesiculas o mediante protefnas transporta- 
doras, desde el RE a sus destinos finales, como se tratara posteriormente en 
este Capitulo y en el Capitulo 10. 

Las membranas de las celulas eucariotas estan compuestas por tres tipos 
fundamentales de Ifpidos: fosfolfpidos, gficohpidos y colesteroL La mayoria de 
los fosfolipidos, que son los componentes estructurales basicos de la membra¬ 
na, derivan del glicerol. Son sintetizados en la cara citoplasmica de la membra¬ 
na del RE t a parli r de precursores citosólicos hidrosolubles (Fig. 9.18), En pri- 
mer lugar los acidos grasos se transfieren desde los transportadores de 
coenzima A al glicerol-3-fosfato mediante una enzima unida a la membrana, y el 
fosfoltpido resuitante (acido fosfatidico) se inserta en la membrana. Las enzi- 
mas en la cara citoplasmica de la membrana del RE catalizan a continuactón la 
adición de diferentes grupos de cabeza pofares, dando lugar a la fosfatidilcolina, 
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Figura 9.18 

Sintesis de fosfolipidos. Los gficerofosfolipidos se sintetizan en la membrana de! 
RE a partir de precursores citosólicos. En primer lugar dos acidos grasos unidos a los 
transportadores de coenzima A (CoA) se unen al glicerol-3-fosfato, dando lugar al 
acido fosfatidico, que simultśneamente se inserta en la membrana. A continuación 
una fosfatasa convierte el acido fosfatidico en diacilglicerol. La unión de diferentes 
grupos de cabeza polares ai diacilglicerol da lugar a la formación de fosfatidUcolina, 
fosfatidiletanolamina o fosfatidilserina. El fosfatidilinositol se forma a partir dei acido 
fosfatidico. en lugar de hacerlo a partir del diacilglicerol. 
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Figura 9.19 

Translocación de los fosfolipidos a traves de la membrana del 

RE- Puesto que los fosfolipidos se sintetizan en la cara citosólica 
de la membrana de) RE, sć!o se ańaden a la mitad citosólica de la 
bicapa. Poster!omnente se translocan a traves de la membrana me¬ 
dianie flipasas fosfolipfdicas. dando lugar a un crecimiento unifor- 
me de las dos mitades de la bicapa fosfolfpidica. 


fosfatidilserina, fosfatidiletanoiamina, o fosfatidili- 
nositol. 

La sintesis de estos fosfolipidos en la cara cito- 
plasmica de la membrana del RE permite que las 
cadenas hidrófobas de los acidos grasos per ma- 
nezcan ocultas en la membrana mientras que fas 
enzimas unidas a la membrana catalizan sus reao 
ciones eon precursores hidrosolubles {p. ej.. GDP- 
colina) en el citosol. Sin embargo, y debido a esta 
topografia, los fosfolipidos nuevos solo se ańaden 
a la mitad citosólica de la membrana del RE (Fig. 
9.19). Para mantener una membrana estable, al- 
gunos de estos fosfolipidos de nuevo sintesis de- 
ben transferirse a la otrą mitad (la de la luz) de la 
bicapa del RE. Esta transferencia no tiene lugar 
espontaneamente ya que requiere el paso de un 
grupo polar a traves de la membrana. Por el con- 
trario, las protemas de membrana denommadas 
flipasas catalizan la translocación rapida de fosfo- 
lipidos a traves de la membrana del RE, dando lu¬ 
gar a un crecimiento uniforme de las dos partes de 
la bicapa. 

Ademas de su papel en la sintesis de los glice- 
rofosfolipidos, el RE tambien es el lugar principal 
de la sintesis de otros dos Ifpidos de membrana: 
colesterol y ceramida (Fig, 9,20) Como se tratara 
posteriormente, la ceramida se convierte en glicofipidos o esfingomielina (el unF 
co fosfolfpido de membrana que no deriva del glicerol) en el aparato de Golgi. 
Por fotanto, el RE es el responsable de ia sintesis de los productos finales o de 
los precursores de todos los Ifpidos principales de las membranas eucariotas. El 
colesterol y la esfingomielina son eomponentes importantes de las balsas o 
rafts lipfdicas, como se estudia en el Capitulo 12. 

El RE liso es abundante en las celulas que son particularmente activas en el 
metabolismo lipfdico. Por ejemplo, las hormonas esteroideas se sintetizan (a 
partir del colesterol) en el RE por lo que se eneuentra una gran cantidad de RE 
liso en las celulas que producen esteroides, como las de fos testiculos y del 
ovario. Ademas, el RE liso es abundante en el higado, donde contiene enzimas 
que metabolizan varios compuestos liposolubles. Estas enzimas desintoxican- 
tes inactivan un nu mero importante de drogas petenci aJmente nocivas (p. ej., 
fenobarbftalK convirtiendolas en compuestos hidrosolubles que pueden elimi- 
narse del cuerpo a trave$ de la ońna. Por lo tanto T el RE liso esta implicado en 
multiples aspectos del metabolismo de los lipidos y de los compuestos liposo¬ 
lubles, 

Exportación de protemas p Ifpidos desde el RE 

Tanto las protemas como los Ifpidos migran a traves de la via secretora en 
vesiculas de transporte, que se originan por gemación en la membrana de un 
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Figura 9.20 
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unidos a los carbonos de los anillos del 
colesterol, 
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organulo y se funden posteriormente eon la membrana de otro. Asi, las molecu- 
las son exportadas desde el RE en vesfculas que se originan por gemación en 
el RE y que, en primer lugar, transportan su contenido al compartimento inter- 
medio RE-Gofgi y despues al aparato de Golgi (Fig, 9,21). Pasos posteriores en 
la via secretora suponen el transporte de vesiculas entre compartlmentos dife- 
rentes del Golgi y desde el Golgi a los lisosomas o a la membrana plasmatica. 
En cada caso, las protefnas en la luz de un organulo se empaguetan en una 
vesfcula de transporte que se va a escindir por gemación, y despues se liberan 
en la luz del organulo receptor tras fa fusión de la vesfcu!a. Las protefnas de 
membrana y los Ifpidos se transportan de forma similar, y es digno de mencio- 
nar que su orientación topológica se mantiene al viajar desde un organulo ro- 
deado por membrana a otro. Por ejemplo, los dominios de una proteina expues- 
tos en la cara citosólioa de la membrana del RE tambien estaran expuestos en 
la cara citosólica de las membranas del Golgi y plasmatica, mientras que los 
dominios de una proteina expuestos en la cara luminal de la membrana del RE 
estaran expuestos en la cara luminal del Golgi y al exterior de la celula (vease 
Fig, 9.10), 

Mientras que la mayoria de las protefnas viajan desde el RE al Golgi, algu- 
nas protefnas han de retenerse en el RE en lugar de continuar a lo largo de la 
vfa secretora. Concretamente, las protefnas que realizan su función en el RE 
(incluyendo BiP, la peptidasa senal, la proteina disulfuro isomerasa, y otras en- 
zimas tratadas previamente), deben retenerse en el interior de dicho organulo. 
Por lo tanto, ser exportadas al Golgi frente a ser retenidas en el RE es la primera 
disyurtiva eon la que se eneuentran las protefnas que estan siendo distribuidas 
a sus destinos correctos en la vfa secretora, Un cruce de caminos similar apare- 
ce en cada paso posterior del transporte, como la retención en el Golgi frente a 
ta exportación a los lisosomas o a ta membrana plasmatica. En cada caso, unas 
sehales especfficas de loealización dirigen a las protefnas a sus destinos intra- 
celulares correctos. 

La distinctón entre las protefnas que han de ser exportadas desde ei RE y 
aquellas que son retenidas en et parece que se produce por dos tipos diferentes 
de secuencias dlrectoras que marcan espeefficamente a las protefnas como 
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Figura 9,21 

Transporte de vesieulas desde el RE 
hasta el Golgi. Las proteinas y Eos Ifpi- 
dos se transportan desde el RE hasta el 
Golgi en vesiculas de transporte que se 
onginan por gemación de Ea membrana 
del RE y despues se fusionan para (ormar 
las vesiculas y los tubulos deE comparti- 
mento intermedio RE-Golgi (GfREG). Las 
protein as luminales de! RE son captadas 
por las vesfculas y liberadas en la luz del 
Golgi. Las proteinas de membrana mantie- 
nen la misma orientacićm en el Golgi que 
en el RE. 



Reticulo 
endoplasmico 
rygoso 


Vesicula ———“ 
de transporte 

Fusión de 
la vesicula 


Golgi 


aquel!as (1) destinadas para el transporte al Golgi o (2) destinadas para la re- 
tención en el RE. Muchas proteinas se retienen en la luz del RE debido a la 
presencia de la secuencia marcadora Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL, en el código de 
una unica letra) en su extremo carboxiloterminaL Si esta secuencia se delecio- 
na en una proteina que normalmente se retiene en el RE (p. ej., BiP), la proteina 
mutada es transportada al Golgi y secretada de la celula. Por el contrario, la 
adición de la secuencia KDEL al extremo carboxilo terminal de las proteinas 
que normalmente son secretadas hace que sean retenidas en el RE. La reten- 
ción de algunas proteinas transmembrana en el RE esta dictada de una manera 
simflar por secuencias C-terminales cortas que contienen dos residuos de lisina 
(secuencias KKXX). 

Es interesante destacar que las seńales KDEL y KKXX no impiden que las 
proteinas solubles del RE sean empaquetadas en vesiculas y transportadas al 
Golgi. Lo que sucede es que estas seńales provocan que las proteinas resrdentes 
en el RE sean recuperadas selectivamente del compartimento intermedio RE- 
Golgi o del complejo de Golgi y devueltas al RE a traves de una via de recidado 
(Fig. 9,22). Las proteinas que portan las secuencias KDEL y KKXX parece que se 
unen a receptores especificos para el recidado en la membrana de estos com- 
partimentos y posteriormente son transportadas selectivamente de vuelta hacia 
el RE. 

Las secuencias KDEL y KKXX son las seńales de retención/recuperación 
mejor caracterizadas, pero pueden existir otras. Adicionalmente, parece que 
algunas proteinas destinadas para la secreción estan marcadas por seńales 
que dirigen actlvamente su exportación desde ei RE. Asi f todavia no esta claro 
si existe una via por defecto a la que se dirigen proteinas sin marcar al Golgi, o 
si todas las proteinas son seieccionadas especificamente para su retención o 
exportación del RE. 


Aparato de Golgi 

El aparato de Golgi, o el complejo de Golgi, funciona como una fabrica en 
la que las proteinas recibidas desde el RE se reprocesan y distribuyen para 
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KDEL 


Figura 9/22 

Recuperación de las proteinas residen- 

tes en el RE. Las proteinas destinadas a 
permanecer en la Juz dei RE se encuen- 
tran marcadas por la secuencia Lys-Asp- 
Glu-Leu (KDEL) en su extremo carboxito 
terminal. Estas proteinas son exportadas 
des de el RE al Golgi por el flujo masivo no 
sefectivo de proteinas a traves de la via 
secretora, pero son reconocidas por un 
receptor en el compartimento intermedio 
RE-Golgi (CIREG) o en el aparato de Gol- 
gi y son devuelta$ selectivamente al RE. 


ser transportadas a sus destinos finales: los lisosomas, la membrana plasma- 
tica o la secreción. Ademas, como ya se ha mencionado, los glicolipidos y 
la esfingomielina son sintetizados en el Golgi. En las celulas yegetales, el apa¬ 
rato de Golgi, ademas, es el sitio en el que se sintetizan los polisacaridos com- 
plejos de la pa red celular. Asi e! aparato de Golgi esta implicado en procesar el 
amplio espectro de constituyentes celulares que viajan a lo largo de la via se¬ 
cretora. 

Organización del Golgi 

Morfológicamente el Golgi esta compuesto por unas bolsas aplanadas, rodea- 
das de membrana (cisternas) y por vesiculas asociadas (Fig. 9.23). Un aspeoto 
llamatiyo del aparato de Golgi es su pofaridad tanto en la estructura como en la 
función. Las proteinas procedentes del RE entran por su cara cis (cara de entra- 
da), que es convexa y habitualmente se orienta hacia el nucleo. Entonces son 
transportadas a traves del Golgi y salen por su cara cóncava frans (cara de 
salida). Segun atraviesan el Golgi, las proteinas se modifican y se distribuyen 
para el transporte a sus destinos finales en la celula. 

Los diferentes procesos de procesamiento y distribución de las proteinas 
parece que tienen lugar en una secuencia ordenada en diferentes regiones del 
complejo de Golgi, por lo que se suele considerar que e! Golgi esta constituido 
por multiples compartimentos diferenciados. Aunque no se ha establecido el 
numero de tales compartimentos, normalmente se considera que el Golgi esta 
constituido porcuatro regiones funcionalmente diferentes: la red cis del Golgi, 
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Figura 9.23 

Microfotog rafia electrónica de un 
aparato de Golgi. El aparato de Golgi 
esta constituido por una pila de cister- 
nas a p la nad as y vesfculas asociadas. 
Las proteinas y lipidos procedentes 
del RE entran en el aparato de Golgi 
por su cara cis y salen por su cara 
frans (Cortesfa del Dr L. Andrew Stae- 
helin, Universidad de Colorado en Bou- 
bler). 


Cara cis 



Cara trans 


Figura 9,24 

Regiones del aparato de Golgi. Las 

yesiculas procedentes del RE se fusio- 
nan para formar el compartimento in- 
termedio RE-GolgL y entonces las pro- 
teinas del RE se transportan a la red 
cis del Golgi. Las proteinas residentes 
en el RE son devueltas desde el com¬ 
partimento intermedio RE-Golgi y des¬ 
de la red cis del Golgi a traves de la via 
de reciclaje Los compartimentos me- 
diai y trans de I apilamientodel Golgi se 
co rresponden eon las cisternas de la 
porción medial del complejo de Golgi y 
son fos fugares donde se producen la 
mayoria de las modificaciones de las 
proteinas. Las proteinas se transpor¬ 
tan despues a la red trans del Golgi, 
donde se distribuyen para el transpor- 
te a la membrana plasmatica, para ser 
secretadas, o hacia los li sos om as. 
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e! apilamiento del Golgi (que se divide en los subcompartfmentos medial y 
trans) la red trans del Golgi (Fig, 9,24). Las proteinas procedentes del RE se 
transportan a! compartimento intermedio RE-Goigi y entran a continuación en el 
aparato de Golgi por la red cis del Golgi. Posteriormente pasan a los eomparti- 
mentos medial y trans del apilamiento dal Golgi, donde tienen lugar la mayor 
parte de las actividade$ metabólicas del aparato de Golgi Las protefnas modifi- 
cadas, los Jipidos y los polisaearidos migrań a continuación a la red trans del 
Golgi, que actua como un centro de organización y distribución, dirigiendo el 
trafico molecular a los lisosomas, a la membrana plasmatica, o al exterior de la 
cel u la, 

Aunque el aparato de Golgi se describió por primera vez bace mas de 100 
anos, el mecanismo por el que las proteinas se desplazan a traves del aparato 
de Golgi aun no ha sido establecido y es un area de controversla entre los 
biólogos celulares, Una posibilidad es que sean unas vesiculas de transporte 
las que I1even las proteinas entre una cisterna y otrą de los compartimentos del 
Golgi. Sin embargo, un modelo alternativo que se apoya en una evidencia expe- 
rimental considerable propone que las proteinas se transportan a traves de los 
compartimentos del Golgi dentro de las cisternas del Golgi que van madurando 
y se desplazan progresivamente a traves del Golgi en una dirección cis-trans. 
Es probable que el transporte tenga lugar mediante ambos procesos. Trabajos 
recientes sugieren que la estructura dinamica del Golgi se mantiene mediante 
interacciones de proteinas presentes en las membranas de Jas cisternas eon el 
citoesqueleto. 

Glicosilación de proteinas en el Golgi 

El procesamientode las proteinas en el Golgi supone la modificación y sintesis 
de los restos de carbohldratos de las glicoproteinas, U no de los aspectos princt- 
pales de este procesamiento es la modificación de los W-oligosacandos que se 
unieron a las proteinas en ef RE. Como ya se ha tratado en este Capitulo, las 
proteinas se modifican en el RE al ańadirseles un oligosacarido constituido por 
14 residuos de azucar (vease Fig. 9.15). Seguidamente se eliminan tres resi- 
duos de glucosa y una manosa mientras los polipeptidos aun estan en el RE. 
Tras el transporte al aparato de Golgi, los AZ-oligosacaridosde estas glicoprotei- 
nas sutren diversas modificaciones posterlores. 

Los A/-oligosacaridos se procesan en el aparato de Golgi mediante una se- 
cuenciaordenada de reacciones (Fig. 9,25). La primera modificación de las pro¬ 
teinas destinadas a ser secretadas o a la membrana plasmatica. es la elimina- 
ción de otros tres residuos de manosa. A esto le sigue la adición secuencial de 
una AZ-acetilglucosamina, la eliminación de dos manosas mas, y la adición de 
una fucosa y de otras dos A/^acetilglucosaminas. Finalmente, se ahaden tres 
galactosas y tres residuos de acido sialico. Como se mencionó en el Capitulo 7, 
las distintas glicoproteinas se modifican de forma diferente durante su paso a 
traves del Golgi, dependiendo tanto de la estructura de la proteina como de la 
cantidad de enzimas impticadas en el proceso presentes en el complejo de GoL 
gi de los diferentes tipos de celulas. Por consiguiente, las proteinas pueden salir 
del Golgi eon diversos A/-o!igosacaridos. 

Ei procesamiento del AFoligosacarido de las proteinas lisosómicas difiere 
del de las proteinas secretadas y de la membrana plasmatica. Las proteinas 
destinadas a incorporarse en los lisosomas, en vez de la eliminación inicial de 
tres residuos de manosa, son modiflcadas mediante una fosforilación de la ma¬ 
nosa. En el primer paso de esta reacción, se ahade AZ-acetilglucosamina fosfato 
a residuos especificos de manosa, probablemente mientras la proteina aun es¬ 
ta en la red cis del Golgi (Fig. 9.26). A esto le sigue la eliminación del grupo 
/V-acetilglucosamina 5 dejando residuos de manosa-6-fosfato en el A/ oligosa- 
carido. Debido a esta modificación. estos residuos no son eliminados durante el 
procesamiento posterior. En su lugar, estos restos de manosa fosforilados son 
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Figura 9 25 

Procesamiento de los Af-oligosacari- 

dos en el Gofgi, Los /V-oligosacaridos de 
(as glicoprotemas transportadas desde el 
RE son modificados posteriormente me¬ 
dianie una secuencia ordenada de reac- 
ciones en el Gofgi. 



reconocidos especlficamente por un receptor de manosa-6-fosfato en la red 
trans del Golgi, que dirige el transporte de estas p rotę i nas a los lisosomas. 
Por lo tanto, la fosforilación de los residuos de manosa es un paso crucial en 
la distribución de las proteinas lisosómicas hacia su destino intracelular correc- 
to. La especifidad de este proceso reside en la enzima que cateliza e! primer 
paso en la secuencia de la reacción —la adición selectiva de A/-acetilglucosami- 
na fosfato a las proteinas lisosómicas—. Esta enzima reconoce un determinan¬ 
tę estructural que esta presente en las proteinas lisosómicas pero no en las 
proteinas destinadas a la membrana piasmatica o a la secreción. Este determi¬ 
nantę de reconocimiento no es una simple secuencia de aminoacidos, sino que 
esta constituido. en la proteina pJegada, por la yuxtaposición de secuencias de 
aminoacidos de regiones diferentes de ta cadena polipeptidica. A diferencia de 
las secuencias senal que dirigen la translocación de proteinas af RE, ef determi¬ 
nantę de reconocimiento que conduce a ta fosforilación de la manosa, y que por 
tanto dirige finalmente las protemas a los lisosomas, depende de fa conforma- 


Figura 9.26 

Marcaje y dirección de las proteinas li¬ 
sosómicas medianie la fosforilación de 
los residuos de manosa. Las proteinas 
destinadas a incorporarse en los fisosomas 
son reconocidas y modificadas especśfiea- 
mente medianie la adición de grupos fosfa¬ 
to a la posición 6 de fos residuos de mano¬ 
sa. En el primer paso de la reacción. fos 
fosfatos de /U-acetiiglucosamina se trans- 
fieren a los residuos de manosa desde la 
UDP-N acetilgfucosamina. A continuación 
se eliminan los grupos AAacetilglucosami- 
na dando lugar a manosa-6-fosfato. 
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ción tridimensional de la proteina plegada. Estos determinantes se denominan 
regiones serial, a diferencia de las senales lineales tratadas previamente en 
este capitulo. 

Las proteinas tambien pueden modificarse medianie la adieión de carbohi- 
dratos a las cadenas laterales de residuos de serina y treonina que formen parte 
de secuencias especlficas (O-glicosilación) (vease Fig. 7.28). Estas modifica- 
ciones tienen lugar en el aparato de Golgi medianie la adicion secuencial de 
residuos unicos de azucar. La serina o la treonina se suelen unir directamente a 
la AFacetilgalactosamina, a la que despues pueden ańadirse otros azucares. En 
algunoscasos, estos azucares sufren modificaciones posteriores por la adieión 
de grupos sulfato. 


Metabolismo de Itpuios \f de polisacaridos en el Golgi 

Ademas de procesar y distribuir las glicoprotefnas, el aparato de Golgi participa 
en el metabolismo lipidico — concretamente. en la sintesis de glicoiipidos y es- 
fingomielma. Comoya se ha visto, los glicerofosfolipidos, eicolesterol, y la cera- 
mida se sintetizan en el RE. La esfingomielina y los glicoiipidos se sintetizan a 
partir de la ceramida en el aparato de Golgi (Fig. 9.27). La esfingomielina (el 
unico fosfolipido no glicśrico en las membranas celulares) es sintetizada por la 
transferencia de un grupo fosforilcolina desde !a fosfatidilcolina a la ceramida. 
Alternat^amente, la adieión de carbohidratos a la ceramida puede dar lugar a 
diferentes glicoiipidos. 

La esfingomielina se sintetiza en la superficie luminal del Golgi, pero la glu- 
cosa se ańade a la ceramida en la cara citosólica. Sin embargo, parece ser que 
Ja glucosilceramida se da la vuelta y los carbohidratos adicionales se ahaden en 
la cara luminal de la membrana. Ni la esfingomielina ni los glicoiipidos pueden 
translocarse a traves de la membrana del Golgi, por lo que solo se localizan en 
la mitad luminal de la bicapa del Golgi. Tras el transporte vesicular, se localizan 
en la cara externa de la membrana citopfasmatica, eon sus grupos de cabeza 
polares expuestos en la superficie celular. Como se vera en el Capitulo 12, los 
residuos de oligosacandos de los glicoiipidos son marcadores de superficie im- 
portantes en el reconocimiento celula-celula. 

En las celutas vegetales, el aparato de Golgi tiene la función ahadida de ser 
el lugar donde se sintetizan los polisacaridos complejos de la pared celular 
Como se tratara eon mayor detalle 
en el Capitulo 12, ta pared celular 
vegeta! esta compuesta por tres ti- 
pos principales de polisacaridos. La 
celulosa, el constituyente predomi- 
nante, es un polimero lineal de res- 
tos de glucosa. Es sintetizado en la 
superficie celular por enzimas de ta 
membrana plasmatica. Sin embar¬ 
go, los otros polisacaridos de la pa¬ 
red celular (hemicelulosas y pectF 
nas) son moleculas complejas de 
cadena ramificada que se sintetizan 
en el aparato de Golgi y que son 
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Figura 9-27 

Sintesis de esfingomielina y glicoiipidos. La ceramida, que es sintetizada en el RE, se 

convierte en esfingomielina (un fosfolipido) o en glicolfpidos en el aparato de Golgi. En la 
primera reacción, un grupo fosforilcolina se transftere desde la fosfatidilcolina a la cerami¬ 
da. Alternalivamente, se pueden sintetizar diferentes glicoiipidos ańadiendose uno o mas 
residuos de azucar (p. ej,, glucosa). 
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transportadas postenormente en vesiculas a la superficie celular. La smtesis de 
estos polisaearidos de la pared celular es una función principal de la celula, y 
hasta e! 80% de la actividad metabólica del aparato de Golgi en las celulas 
vegetales se dedica a la sintesis de polisaearidos. 

Distribución 1 / exportación de pro te mas desde el aparato de Golgi 

Las proteinas, al tgual que los lipidos y los polisaearidos, son transportadas 
desde el aparato de Golgi a sus destinos finales a traves de la vfa secretora. 
Esto implica que las proteinas se distribuyan en diferentes tipos de vesiculas de 
transporte, las cuales saldran por gemación desde la red trans del Golgi y lleva- 
ran su contenido hasta la localización celular adecuada. (Fig. 9.27). Algunas 
protemas se transportan desde el Golgi a la membrana plasmatica por una v(a 
secretora constitutiva T responsable de la incorporación de nuevas proteinas y 
lipidos a la membrana plasmatica, asi como de la secreción continua de protei- 
nas desde la celula. Otras proteinas son transportadas a fa superficie celular a 
traves de una via diferente de secreción regulada, o son dirigidas especifica- 
mente a otros destinos intracelufares, como los lisosomas en las celulas anima- 
les o las vacuolas en las levaduras. 

Las proteinas que realizan su función en el aparato de Golgi deben retener- 
se en ese organulo, en iugar de ser transportadas a traves de la vfa secretora. A 
diferencia del RE, todas las proteinas retenidas en el complejo de Golgi estan 
asociadas eon la membrana del Golgi en Iugar de ser proteinas solubles en su 


Figura 9>28 

Transporte desde el aparato de Golgi. 

Las proteinas se distribuyen en la red 
trans del Golgi y se transportan en vesicu- 
las a sus destinos finafes. En ausencia de 
sen aleś especificas, Jas proteinas se 
transportan a la membrana plasmatica 
median te Ja vfa secretora constitutiva. De 
manera aJternativa 3 fas proteinas pueden 
ser desviadas de la via secretora constitu- 
tiva y ser dirigidas a otros destinos, como 
los lisosomas. o ser secretadas de fa celu¬ 
la de una manera regufada. 
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interior. Las seńales responsables para la retención de aigunas proteinas en el 
Golgi se han localizado en sus dominios transmembrana, que retienen las pro- 
teinas en el aparato de Golgi impidiendo que sean empaquetadas en las vesi- 
culas de transporte que salen por la red trans del Golgi. Ademas, al igual que 
sucede eon las secuencias KKXX de las proteinas de membrana residentes en 
el RE, las sehales en las colas citoplasmicas de aigunas proteinas del Golgi son 
responsables de la recuperación de estas protefnas desde compartimentos 
poste riores a lo largo de la vfa secretora. 

La vfa secretora constitutiva, que esta presente en todas las celulas, da lu- 
gar a una secreción de proteinas continua no reguiada. Sin embargo, aigunas 
celulas tambien poseen una vta secretora reguiada diferente, a traves de la que 
se secretan proteinas especificas en respuesta a seńales ambientales, Ejem- 
plos de secreción reguiada son la liberación de hormonas desde las celulas 
endocrinas, la liberación de neurotransmisores desde las neuronas, y la libera¬ 
ción de enzimas digestivas desde las celulas acinares pancreaticas que se vio 
al principio de este capitulo (vease Fig. 9.2). Las proteinas se distribuyen a la 
via secretora reguiada en la red trans del Golgi, donde son empaquetadas en 
vesiculas secretoras especializadas. Estas vesiculas secretoras inmaduras, 
que son mas grandes que las vesfculas de transporte, procesan aun mas su 
contenido proteico y a menudo se fustonan entre ellas. Tambien almacenan su 
contenido hasta que seńales especificas dirigen su fusión eon la membrana 
plasmatica. Por ejemplo, las enzimas digestivas producidas por las celulas aci¬ 
nares pancreaticas se almacenan en vesiculas secretoras hasta que la presen- 
cia de comida en el estómago y en el intestino delgado desencadena su secre¬ 
ción. La distribución de las proteinas hacia la via secretora reguiada implica el 
reconocimiento de regiones seńal compartidas por muchas de las proteinas que 
entran en esta via. Estas proteinas se acumulan selectivamente en la red trans 
del Golgi y se liberan por la gemación de las vesiculas secretoras. 

Una complicación adicional en el transporte de las proteinas a la membrana 
plasmatica surge en muchas celulas epiteliales que se eneuentran polarizadas 
en los tejidos. La membrana plasmatica de dichas celulas se divide en dos re¬ 
giones distintas, el dominio apical y el dominio basolateral, que contienen 
proteinas especificas relacionadas eon sus funciones diferenciadas. Por ejem- 
plo, la membrana apical de las celulas epiteliales del intestino mira hacia la luz 
del intestino y esta especializada en la absorción eficaz de nutrientes; el resto 
de la celula esta rodeada por la membrana basolateral (Fig. 9.29). Los diferentes 
dominios de la membrana plasmatica se eneuentran no solo en las celulas epite¬ 
liales, sino tambien en otros tipos de celulas. Por lotanto, la vfa secretora consti- 
tutiva debe transportar selectivamente proteinas desde la red trans del Golgi a los 
diferentes dominios de la membrana plasmatica. Esto se l!eva a cabo medianie el 
embalaje selectivo de proteinas en, al menos, dos tipos de vesiculas secretoras 
constitutivas que abandonan la red fransdel Golgi, dirigidas espedfieamente al 
dominio apical o al dominio basolateral de la membrana plasmatica de la celula, 
Esto puede ocurrir en la red del trans Golgi o en un endosoma. 

La v(a de distribución de proteinas mejor caracterizada en el Golgi es el 
transporte selectivo hacia los lisosomas. Como ya se ha visto, las proteinas 
cuyo destino es el interior de los lisosomas estan marcadas eon manosa-6- 
fosfato. que se origina por la modificación de sus W-oligosacaridos al poco tiem- 
po de entrar en el aparato de Golgi. Un receptor especifico en la membrana de 
la red trans del Golgi reconoce estos residuos de manosa-6-fosfato. Los com- 
plejos constituidos por el receptor mas la enzima lisosómica se empaquetan en 
vesfculas de transporte destinadas a los lisosomas. Las proteinas cuyo destino 
es la membrana de los lisosomas estan seńalizadas por secuencias en sus 
colas citoplasmicas, en vez de por residuos de manosa-6-fosfato. 

En las levaduras y en las celulas vegetales, que carecen de lisosomas, las 
proteinas son transportadas desde el aparato de Golgi hacia un destino adicio¬ 
nal: la vacuola (Fig, 9.29). En estas celulas, las vacuolas asumen la función de 
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Figura 9,29 

Transporte a la membrana plasmatica 
de las celiilas polarizadas. La membra¬ 
na plasmatica de las celulas epiteliales 
polarizadas se divide en los dominios api- 
cal y basolateral. En este ejemplo (epitelio 
intestinal), la superficie apical de la celula 
mira hacia la luz del intestino, las superfi- 
cies laterales estan en contacto eon las 
cślulas adyacentes y la superficie basal 
se apoya en una capa de matriz extracelu- 
lar (la lamina basal). La membrana apical 
se caracteriza por la presencia de micro- 
veliosidades 5 que facilitan la absorción de 
los nutrientes al aumentar la superficie. 
Las proteinas especificas son dirigidas a la 
membrana apical o a la membrana basola¬ 
teral en la red frans del Golgl, Las uniones 
estrechas entre las celulas adyacentes 
maniienen la Identidad de las membranas 
apical y basolateral. a! impedir la difusión 
de las proteinas entre estos dominios. 
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Figura 9.30 

Vacuola de una celula vegetaL La gran 
vacuola central funciona como un lisoso- 
ma ademas de almacenar nutrientes y 
mantener el eguilibrio osmótico. 


los lisosomas ademas de realizar otros cometidos, como el almacenamientode 
nutrientes y el mantenimiento de la presión de turgencia y del equifibrio osmóti¬ 
co. A diferencia de las proteinas destinadas a los lisosomas, las proteinas se 
destinan a las vacuolas mediante secuendas peptfdicas cortas en lugar de por 
senales de carbohidratos. 


Mecanismo de transporte de las vesiculas 


2 /im 


Como ha quedado claro en las secciones precedentes de 
este capitulo, las vesiculas de transporte desempenan un 
papel central en el trafico de las moleculas entre los diferen- 
tes compartimentos rodeados por membrana de la via se- 
cretora. Como se tratara en el Capitulo 12, las vesiculas es¬ 
tan impiicadas de igual forma en el transporte del materiał 
que se ha captado en la superficie celular, El transporte de 
fas vesiculas es, por tanto, una actividad celular fundamental, 
responsable del trafico molecular entre diversos comparth 
mentos rodeados por membrana, especfficos, Por lo tanto, la 
selectividad de dicho transporte resulta clave para mantener 
la organización funcional de la celula. Por ejemplo, las enzi- 
mas lisosómicas deben transportarse especificamente desde 
el aparato de Golgi a los lisosomas —no a la membrana plas¬ 
matica o al RE—. Algunas de las senales que dirigen a las 
proteinas a los organufos especfficos, como los lisosomas, ya 
se han tratado en este capitulo. Estas proteinas se transportan 
en yesiculas, por lo que la especifrcidad del transporte se basa 
en el empaquetamiento selectivo de la carga seleccionada en 
vesiculas que reconozcan y se fusionen solo eon la membrana 
dlana apropiada. Dada la gran importancia que tiene el trans- 
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porte de las vesicutas en la organización de la cel ula eucariota, el conocimiento de 
los mecanismos moleculares que controlan el empaquetamiento de las vesicu- 
las, la gemación, y la fusión es un area principa! de irwestigación en biologia 
celular. 

Aproximaciones eiperimentales al conocimiento deł transporte 
de las msiculas 

Tres abordajes experimenta!es diferentes han permitido avanzar en el conoci¬ 
miento de los mecanismos del transporte de las vesiculas: (1) el aislamiento de 
mutantes de levaduras defectuosas en el transporte y distribución de las protei- 
nas; (2) la reconstitución del transporte de vesiculas en sistemas acelulares; y 
(3) el analisis biogufmico de las vesfculas sinapticas, que son las responsables 
de la secreción regufada de los neurotransmisores por las neuronas, Gada uno 
de estos sistemas experimenta!es tiene diferentes ventajas para el conocimien¬ 
to de aspectos concretos del proceso de transporte. Sin embargo, lo mas im- 
portante, es el hecho de que los resultados derivados de estas tres lineas de 
investigación han convergido T indicando que la secreción esta regulada por me¬ 
canismos moleculares similares en celulas tan distintas como las levaduras y 
las neuronas de los mamfferos. 

Al igual que ocurre en otras areas de la biologia celular, las levadura$ son 
utiles para estudiar la via secretora porque son susceptibles de poderse realizar 
un analisis genetico. Concretamente r Randy Schekman y sus colaboradores 
han sido pioneros en el aislamiento de mutantes de levaduras defectuosos en el 
transporte vesicular. Estos incluyen mutantes defectuosos en varios pasos de 
la secreción proteica (mutantes sec), mutantes incapaces de transporter protei- 
nas a la vacuola n y mutantes incapaces de retener las protefnas residentes en el 
RE. El aislamiento de tales mutantes en las levaduras condujo a la donación 
molecular y al analisis de los genes correspondientes, identificandose varias 
protefnas implicadas en diversos pasos de la vfa secretora. Por ejempio, ya se 
vio en este Capitulo el papę! de Sec61 como un componente fundamental del 
canal de translocación de las protefnas en el retfculo endoplasmico. 

Los estudios bioquimicos sobre el transporte vesicular utilizando sistemas 
reconstituidos han complementado estos estudios geneticos y han permitido 
aislardirectamente protefnas de transporte en las celulas de mamfferos. El pri- 
mer sistema de transporte acelular lo desarrolló James Rothman y colaborado¬ 
res, que analizaron el transporte de protefnas entre los compartimentos del apa- 
ratode Golgi (Fig. 9.31). El diseho experimental utilizó una Ifnea celular mutante 
de mam [tero, que carecfa de la enzima requerida para transferir los residuos de 
W-acetilglucosamina al A/-oligosacarido en una fasę tern prana de su modifica- 
ción en el aparato de Golgi (vease Fig. 9.25). Por lo tanto, las glicoprotefnas 
producidas por esta Ifnea celular mutante carecian de las unidades de A/-acetil- 
glucosamtna ańadidas. Sin embargo, si el apilamiento del Golgi aislado de la 
Ifnea celular mutante se incubaba eon un apilamiento aislado de celulas norma- 
les, los residuos de /V-acetilg!ucosamina se ańadian a las glicoprotefnas sinteti- 
zadas por tas celulas mutantes. Diferentes experimentos establecieron que 
esto se debfa al transporte yesicular de las protefnas desde el apilamiento del 
Golgi de la Ifnea celular mutante al apilamiento del Golgi de las celulas norma- 
les, por lo que la adición de /V-acetilglucosamina proporcionaba un marcador 
Petectable sencillo del transporte de vesfculas en este sistema reconstituido. Se 
han desarrollado otros sistemas reconstituidos similares para analizar e! trans¬ 
porte entre otros compartimentos, incluyendo el transporte desde el RE al Golgi 
y el transporte desde el Golgi a las vesfcuias de secreción, a las vacuolas, y a la 
membrana plasmatica. El desarroflo de estos sistemas In vitro ha permitido rea¬ 
lizar estudios biogufmicos del proceso de transporte y el analisis funcional de 
las protefnas identificadas medianie mutaeiones en levaduras, asf como el ais- 
lamiento directo de algunas de las protefnas implicadas en la gemación y la 
fusión de las vesfculas. 
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Figura 9,31 

Transporte vesrcular reconstituido. Los 

apiiamientos del Golgi, preparados a partir 
de u na Imea celular mutante infectada por 
un virus, incapaces de catalizar la adición 
de Macetilglucosamina a los N-oligosaca- 
ridos, se mezclan eon apiiamientos del 
Golgi de una linea celular normaI. Puesto 
que la Imea celular mutante ha sido infec- 
tada eon un virus< las proteinas que sinte- 
tiza se pueden detectar especificamente. 
El transporte de estas proteinas a los api- 
lamientos del Golgi normal es seńalizado 
por la adición de W-acetilglucosamina. 



Golgi normal 


Golgi mutante 


Golgi mutante 


Transporte en 
las vesiculas 
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Los estudios sobre la transmisión sinaptica en las neuronas, que representa 
una forma altamente especializada de la secreción regulada, han revelado as- 
pectos criticos de los mecanismos molecufares del transporte vesicular. Una 
sinapsis es la unidn de una neurona eon otrą celula, que puede ser o bien otrą 
neurona o un efector, como una celula muscular La información se transmite a 
traves de la sinapsis mediante neurotransmisores quimico$ f como la acetilcoli- 
na, que se almacenan en vesiculas sinapticas. La estimulación de la neurona 
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transmisora desencadena la fusión de las vesiculas sinapticas eon la membra¬ 
na plasmatica, lo que produce la Itberación de los neurotransmisores y la esti- 
mulación de la neurona postsinaptica o celula efectora. Las vesiculas sinapticas 
son extremadamente abundantes en el cerebro. !o que permite que se puedan 
purificaren grandes cantidades para el analisis bioquimico. Algunas de las pro¬ 
teinas aisladas de las vesiculas sinapticas estan estrechamente relacionadas 
eon las proteinas que, mediante analisis genetico de levaduras y experimentos 
de reconstitución, se mostró que desempenan un papel critico en el transporte 
de las vesiculas; por lo que el analisis bioquimico de estas proteinas ha revela- 
do aspectos importantes dei mecanismo molecular de la fusión de las vesiculas. 

Selección de la mercancia, proteinas de renestimiento 
1/ gemación de vesiculas 

Son necesarios tres procesos en cada paso de la via secretora, donde las pro- 
feinas transmembrana, las luminares y sus receptores son empaquetados en 
vesiculas (Fig. 9.22). En primer lugar, las proteinas mercancia son separadas 
de las proteinas dirigidas a otros destinos y de las proteinas que deben perrmane- 
cer atras. En segundo lugar, una yema que contiene la mercancia debe desarrollar- 
se en la membrana y separarse de elta para formar una vesicula de transporte, 
Tercero, esa vestcula de transporte debe moverse hacia la membrana diana y 
fusionarse eon elta. La formación de la mayoria de las vesiculas de transporte 
esta regulada por proteinas de unión a GTF, a traves de proteinas adaptadoras 
que interaccionan directamente eon una proteina del revestimiento vesicular. 
Actualmente, se conocen tres familias de proteinas de unión a GTP implicadas 
en la gemación de vesfculas; la familia de los factores de ADP-ribosilación, de la 
cual ARF1 es la mas conocida; Sari; y la gran familia de proteinas Rab, La 
unión secuencial y cooperativa de proteinas de unión a GTP y proteinas adap¬ 
tadoras o efectoras establece una «plataforma» sobre la membrana, especifica 
para un proceso determinado, como e! ensamblaje y gemación de una vesicula 
de transporte dirigida desde la red del trans Golgi hacia (os endosomas y lisoso- 
mas. Proteinas individuales del complejo pueden participar en el ensamblaje de 
vesfculas de transporte dirigidas a otros puntos, o en la fusión de la vesicula 
(descrita mas adeiante en el capitulo), pero cada complejo proteico es, aparen- 
temente, umco para un proceso concreto de gemación, transporte o fusión. 
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Figura 9.32 

Formación y fusión de una vesieuta de 
transporte. 
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Figura 9.33 

Incorporación de proteinas lisosómi- 
cas a vesi'cutas revestidas por clatri¬ 
na* Las proteinas dirigidas a fos lisoso- 
mas estan marcadas por manosa-6- 


La mayoria de fas vesiculas de transporte estan revestidas eon proteinas 
citosólicas, denomtnadas asi, vesiculas reuestidas, Se han caracterizado fres 
tipos de vesiculas revestidas que parecen funcionar en distintos tipos de trans- 
porte vesicular. Las primeras que fueron descritas son las vestcufas revesti- 


fosfato, que se une a los receptores de 
ma nosa-6-fosfato en la red trans del Gol¬ 
gi. Los receptores de manosa-6-fosfato 
atraviesan fa membrana del Golgi y ac- 
tuan como sit i os de unión para las protez 
nas adaptadoras citosólicas, que a su vez 
se unen a la clatrina. Las clatrinas estan 
constituidas por tres cadenas proteicas 
que se asocian entre sf para formar una 
red semejante a la de las canastas de ba- 
loncesto, que distorsiona la membrana y 
dirige la gemación de las vesicula$. 


das de clatrina (Fig, 9,33), que son responsables de la internalización de mole- 
culas extracelulares de la membrana plasmatica por endocitosis (ver Capftulo 
12), ademas del transporte de moleculas desde la red del trans Golgi hacia los 
endosomas y lisosomas. Se han identificado otros dos tipos de vestculas que se 
forman a partirdel RE y el complejo del Golgi, Estas vesiculas se denominan no 
revestidas de clatrina o vesicufas revestidas de COP (GOP indica proteina del 
revestimiento, coat protein). Una clase de estas vesiculas, vesiculas revestidas 
de COPII, se forma a partir de! RE y transporta su mercancia a lo largo de la via 
secretora hasta el aparato de Golgi, Por el contrario, las vesiculas revestidas de 
COPI se forman a partir del compartimento intermedio RE-Golgi, o del aparato 
de Golgi. y funcionan en los mecanismos de recuperación que retienen a las 
proteinas residentes del Golgi y el RE, Por ejemplo, las vesiculas revestidas de 
COPI transportan proteinas residentes del RE, marcadas eon las senales de 
recuperación KDEL o KKXX, de nuevo al RE, desde el compartimento rnterme- 
dio RE-Golgi, o desde fa red cis Golgi. La identidad de la proteina de revesth 
miento, si existe t de las vesiculas que se mueven desde una cisterna del Golgi a 
otrą durante la secreción sigue siendo desconocida. 

La formación de las vesiculas revestidas de clatrina en la red del trans Golgi 
requiere clatrina, dos tipos de proteinas adaptadoras y la proteina de unión a 
GTP, ARF1. El ensamblaje de este complejo es un proceso altamente regulado 
(Fig. 9.34). En primer lugar, ARF/GDP se une a proteinas de la membrana del 
Golgi, A continuacióm un factor de intercambio de nucleótidos de guanina de 
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ARF presente en la membrana estimula el intercambto de GDP por GTP. 
ARF/GTP i nicią el proceso de gemación reclutando a las proteinas adaptado- 
ras, que funcionaran como sitios de unión tanio para el receptor de manosa-6- 
fosfato r como para la clatrina. La clatrina juega un papel estructural ensam- 
blandose en una estructura reticular en forma de cesto que distorsiona la mem¬ 
brana y dirige la formación de la vesfcula. 

En algun momento durante el transporte, el GTP unido a ARF1 es hidroliza- 
do a GDP y el complejo ARF/GDP es liberado de la membrana para reciclarse. 
Esto debilita la unión cooperativa del complejo del revestimiento, permitiendo 
que moleculas de Hsp70 presentes en el citoplasma disocien la mayoria de las 
proteinas del revestimiento de la membrana vesicular, Algunas de las proteinas 
restantes permiten que las vesfculas que viajan desde la red del trans Golgi 
hacia los endosomas y lisosomas se desplacen sobre microtubulos hasta sus 
dianas, interaccionando eon motores moleculares especfficos basados en la 
tubulina, como se describe en el Capitulo 11. 

Fusión de las vestculas 

La fusión de una vesicula de transporte eon su diana implica dos tipos de aconte- 
cimientos. En primer lugar, la vesicula de transporte debe reconocer especifica- 
mente la membrana diana correcta; por ejemplo, una vesieula que transporta 
enzimas lisosómicas tiene que llevar su carga solo a los lisosomas. En segundo 
lugar, la membrana de la vesicula y la membrana diana deben fusionarse, entre- 
gandose el contentdo de la vesicula al organulo diana. Las investigaciones reali- 
zadas en los ultimos ahos han conducido a un modelo de fusión vesicular en el 
que et reconocimiento especifico entre una vesicula y su diana esta mediado por 
fa tnteracción especffica entre pares de proteinas transmembrana, seguido de 
la fusión entre las bicapas fosfolipidieas de la vesicula y de la membrana diana. 

Las proteinas implicadas en la fusión de las vesiculas se identificaron por 
prrmera vez en e! laboratorio de James Rothman, mediante el analisis bioqufmico 
de sistemas de transporte vesicuiar reconstituidos procedentes de celulas de ma- 
miferos {vease Fig. 9.31). El analisis de las proteinas implicadas en la fusión de 
las vesicu!as en estos sistemas condujo a Rothman y a sus colaboradores a 
proponer un modelo generał, denominado la hipótesrs SNARE, en el que la fu¬ 
sión de las vesiculas esta mediada por !a interacción entre un par especifico de 
proteinas, denominadas SNAREs, en Ja membrana de la vesfcula y en la mem¬ 
brana diana (v-SNAREs y t-SNAREs, respectK/a mente). De aeuerdo eon esta 
hipótesis, la formación de compiejos entre v-SNAREs en la vesicu!a y t-SNAREs 
sobre las membranas diana dan lugar a la fusión de las membranas. Esta hipóte¬ 
sis estaba apoyada por la identificación de S NAR Es que estaban presentes en 
las vesiculas sinapticas y por el deseubrimiento de mutantes de la secreción en 
levaduras que parecian codificar las SN AR Es necesarias para una variedad de 
eventos del transporte vesicufar. Por ejemplo, el transporte desde el RE hasta el 
Golgi en levaduras requiere SNAREs especfficas que estan localizadas tanto en 
la membrana vesicular como en la membrana diana. 

lnvestigaciones recientes han confirmado que las SNAREs son necesarias 
para la fusión de una vesicula eon una membrana diana y que el apareamiento 
SNARE-SNARE proporeiona [a energia necesaria para acercar ambas bicapas 
lo suficiente como para desestabilizarlas y resultar en su fusión. Sin embargo, la 
llegada, unión y fusión de las vestculas de transporte a membranas diana espe- 
cificas parece estar mediado por un complejo proteico ensamblado secuencial- 
mente, nury parecido al que dio lugar a la gemación de la vesicula de transporte. 
Miembros de la familia Rab de proteinas pertenecientes a las proteinas peque- 
nas de unión a GTP. juegan papeies clave en la llegada de ias vesiculas de 
transporte. Las proteinas Rab, al igual que la familia ARF, partieipan en muchas 
de las reacciones de gemación y fusión de vesiculas durante el transporte vesi- 
cular. Mas de 60 proteinas Rab diferentes han sido identificadas e implicadas 
en procesos especificos del transporte vesieular {Tabla 9.1) Funcionan en mu- 
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Figura 9.34 

tmciación de una vesicula revestida de 
clatrina por ARF. La proteina pequeha 
de unión a GTP, ARF, puede iniciar la fon 
macion de una vesicula revestida de datri- 
na en la membrana del trans Golgi. Una vez 
transportada a la membrana, ARF/GDP 
es activada en ARF/GTP por un factor de 
intercambio de nucleófidos de guanina es¬ 
pecifico para ARF. ARF/GTP reduta a la 
membrana a una proteina adaptadora 
GGA. y esta proteina reduta al receptor 
de manosa-6-fosfato, que transporta a la 
hidrolasa lisosómica, interaccionando eon 
la cola citoplasmica del receptor. GGA 
tambien reduta a una segunda proteina 
adaptadora, AP1 que sirve como sitio de 
unión para el ensamblaje de una cubierta 
de clatrina sobre la vesicula. 
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Transporte de Rab a una membrana. La proteina pequena de unión a GTP Rab se 
modifica por la adicion de un grupo prenilo, que le permite insert a rse en una membrana 
(ver Figura 7.32). Rab es transportada en el citosol unida a un inhibidorde disociación de 
GDP (GDI), que la mantiene en el estado Rab/GDP. En la membrana, un factor de despla- 
zamiento de GDI inespeclfico puede separar el Rab/GDP del GDI e insertarlo en la mem¬ 
brana. Si se encuentra presente un factor de intercambio de nucleótidos de guanina espe- 
ciflco para Rab, el GDP unido a Rab sera intercambiado por GTP. y la forma activa 
Rab/GTP puede interaccionar eon proteinas efectoras. Si el factor de intercambio de nu¬ 
cleótidos de guanina apropiado no esta presente, el Rab/GDP sera retirado por una GDI y 
transportado a otrą membrana. 


chos pasos del trafico vesieular, incluyendo la interacción eon las SNAREs para 
regular y facilitar la formación de los complejos SNARE/SNARE. 

Las proteinas Rab individuales o combinaciones de proteinas Rab caracteri- 
zan a distintos organulos y vesiculas de transporte. asf que su iocalización en la 
membrana correcta es dave para establecer la especificidad del transporte ve- 
sicular (Fig. 9.35). Las proteinas Rab son transportadas a traves del citosol en 
su forma unida a GDP por inhibidores de la disoclación de GDP (GDIs). En la 
membrana, son retirados de los GDIs por factores de desplazamiento de GDI. 
Entonces, factores de intercambio de nucleótidos especificos convierten el 
Rab/GDP en la forma activa Rab/GTP, Factores de intercambio de nucleótidos 
de guanina individuales se locatizan en membranas espeeificas y actuan sobre 
miembros especificos de la familia Rab, de modo que son responsables de la 
formación de los complejos Rab/GTP activos en los puntos correctos de la 
membrana. En ausencia del factor de intercambio apropiado, las proteinas Rab 
permanecen como Rab/GDP y son retiradas de la membrana. 

Para i nicią r la fusión de las vesiculas de transporte, el Rab/GTP de la vesi- 
cula de transporte reduta proteinas efectoras y v-SNAREs para ensamblar un 
complejo de pre-fusión (Fig. 9.36). Una proteina Rab distinta en la membrana 
diana organiza, de forma similar, otras proteinas efectoras y TSNAREs, Cuan- 
do la vesicula de transporte se encuentra eon su membrana diana, las proteinas 
efectoras unen las membranas mediante interacciones proteina-proteina. Este 
anclaje de la vesfcula a la membrana diana permite a las v-SNAREs entrar en 
contactocon las t-SNAREs. Todas las proteinas SNARE poseen un largo domi¬ 
nie central de helice enrollada como !a que se encuentra en las laminas nuclea- 
res (ver Fig. 8.31). Al igual que en las laminas, este dominio se une fuertemente 


TABLA 9.1. Proteinas de unión a Rab GTP y sus dianas de acción 


Paso del transporte 

Proteinas Rab Lmplicadas 

Ertocitosis 

RE transicional al Golgi 

Golgi al RE 

Inira-Golgi 

Red del trans Golgi a la membrana ptasmatica 

Rabl. Rabl b. Rab2 

Rab6, Rab6b 

Rabl p Rab6. Rab6b 

Rabl la, Rabl Ib 

Endoclłośls 

Membrana plasmalica a endosoma temprano 
Endosoma temprano a membrana plasmatica 
Endosoma temprano a endosoma tardso 

Rab5a, RabSb, RabSc 

Rab4, Rab 15, Rabl8 

Rab7 

Papeles especiaies 

Exodtosis desde gran u los secretores 

Endosoma tardio a la red del trans Golgi 

Red del f/ans Golgi a la membrana baso lato rai 

Red dal trans Golgi a la membrana apical 

Rab8b 

Rab9, Rab11a r Rabl Ib 

RabSa 

Rab21 


Ejernplos de las GO proteinas Rab cuyas localizaciones y presuntas funciones soo conocidas, 
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Figura 9,36 

Fusión de vesiculas. La fusión vesicular es iniciada por Rab/GTP. Proteinas Rab espe- 
ctficas presentes en la membrana vesicular y en la membrana diana unen proteinas efec- 
toras para anclar la vesfcula a la membrana diana. Este anclaje permite que interacctonen 
las v-SN AR Es y las t-SNAREs. Los dominios de bślice enrollada de las SNAREs interac- 
cionan entre si, proporcionando la energia necesaria para aproximar las membranas. 
Esta proxlmldad de las membranas desestabiliza las bicapas lipidicas y la vesicula y la 
membrana diana se fusionao. Cambios en las interacciones proteina-protema reclutan a 
NSF y las SNAPs al complejo SMARE, y desensamblan el complejo empleando energia 
obtenida de la hidrólisis de ATP. 


a otros dominios de helice enrollada y T en efecto, one a las SNAREs, aproxi- 
mando las dos membranas hasta un contacto casi directo. Esto genera una 
inestabilidad de las bicapas lipidicas y se fusionan. Siguiendo a la fusión de 
membranas, el complejo NSF/SNAP disoeia el complejo SNARE, permitiendo 
asi que las SNAREs sean reutilizadas en los siguientes ciclos de transporte 
vesicular. Puesto que la energia de la interacción SNARE-SNARE dirigió la fu¬ 
sión de las membranas, es necesaria la energia de la hidrólisis de ATP para 
separar las SNAREs. 



Lisosomas 

Los lisosomas son organulos rodeados de membrana que contienen una serie 
de enzimas capaces de degradar todas las clases de pofimeros biológicos 
—proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos y lipidos—* Los lisosomas funcio- 
nan como el sistema digestivo de la celula, sirviendo tanto para degradar el 
materia! captado del exterior de la celula como para digerir los componentes ob- 
soletos de la propia celula. En su forma mas sencilla, los lisosomas se observan 
como vacuolas esfericas densas, paro pueden exhibir diversidad de tamańos y 
de formas en función de los distintos materiales que hayan captado (Fig. 9.37). 
Por lo tanto los lisosomas representan organulos morfológicamente diversos 
definidos por la función comun de degradar materia! intracelular. 

Hidrolasas łisosómicas dc id as 

Los lisosomas contienen alrededor de 50 enzimas degradativas diferentes que 
pueden hidrolizar proteinas, ADN, ARN, polisacaridos y lipidos. Las mutaciones 
en los genes que codifican estas proteinas son responsables de mas de 30 enfer- 
medades congenitas humanas diferentes, que se denominan enfermedades de 
depósito lisosómico. ya que el materiał no degradado se acumula en los lisoso¬ 
mas de los individuos afectados, La mayoria de estas enfermedades se deben a 
deficienclas en una unica enzima lisosómica, Por ejemplo, la enfermedad de Gam 
cher (la alteración mas comun) se debe a una mutación en el gen que codifica una 
enzima lisosómica requerida para la degradación de los glicolipidos. Una excep- 
ción curiosa es la enfermedad celular-l, que se debe a una eficiencia en la enzima 
que cataliza el primer paso en el marcaje de las enzimas łisosómicas eon manosa- 
6-fosfato en el aparatode Golgi (vease Fig. 9,26). El resultado es una alteración 
generalizada en la incorporación de las enzimas łisosómicas a los lisosomas. 

Todas las enzimas łisosómicas son hidrolasas acidas, que son activas al pH 
acido (aproximadamente 5) del interior de los lisosomas pero no al pH neutro 
(aproximadamente 7,2) caracteristico del resto de! citoplasma (Fig. 9.38). El 
que estas hidrolasas łisosómicas necesiten un pH acido proporciona una dobie 
protección contra la digestión incontrolada de los contenidos del citosol; incluso 
si se rompiera la membrana lisosómica, las hidrolasas actdas liberadas serian 
inactivasal pH neutro del citosol. Para mantener su pH acido interno, los lisoso¬ 
mas deben concentrar activamente iones H + (protones). Esto se consigue me¬ 
dianie una bomba de protones en la membrana lisosómica, que transporta acti- 
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Figura 9,37 

Microfotografia electrónrca de lisoso- 
mas y de mitocondrias en una celula 
de mamifero. Los lisosomas estan irtdi- 
cados eon flechas. 



0 5 urn 


vamente protones al lisosoma desde el citosol. Este bombeo requiere un gasto 
de energia en forma de hidrólisis de ATP, ya que mantiene una concentración 
de H' aproximadamente cień veces mas elevada en el interior del lisosoma. 



Lisosoma 


Endocitosis y formación del lisosoma 

Una de Jas funeiones principales de los lisosomas es la digestión deJ materiał 
captado del extenorde la celula mediante endocitosis. que se discute en deta- 
lle en el Capitulo 12, Sin embargo, el papę! de los lisosomas en la digestión del 
materiał captado mediante endocitosis se relaciona no solo eon la función de los 
lisosomas sino tambien eon su formación. Concretamente f los lisosomas se 
forman mediante la fusión de las vesiculas de transporte originadas desde la 
red trans del Golgi eon los endosomas, que contienen las moleculas ingeridas 
por endocitosis a partir de la membrana plasmatica. 

La formación de los endosomas y de los lisosomas representa asi una in- 
tersecctón entre la via secretora, mediante la que se procesan las proteinas 
lisosómicas, y la via endocitica, mediante la cual son ingeridas las moleculas 
extracelulares a part k de la superficie de la celula (Fig. 9.36). El materiał del 
exterior de la celula es ingerido en vesiculas endociticas revestidas de clatrina, 
que se originan por gemación de la membrana plasmatica y seguidamente se 
funden eon los endosomas primarios. A continuacion los componentes de la 
membrana son reciclados a la membrana plasmatica {se tratara eon detalle en 
el Cap, 12} y los endosomas primarios van madurando a endosomas tardios, 
que son los precursores de los lisosomas, Uno de los cambios rmportantes du- 
rante la maduración del endosoma es e! descenso del pH interno hasta aproxi- 
madamente 5,5, lo que desempeha un papel clave en la liberación de las hldro- 
lasas acidas lisosómicas desde la red trans del Golgi. 


Figura 9/38 

Organización del lisosoma, Los lisosomas contienen diversas hrdrolasas acidas que 
son activas al pH acido interno del lisosoma, pero no al pH neutro del citosol. El pH interno 
acfdo de los lisosomas es el resultado de la acción de una bomba de protones en la 
membrana del lisosoma, que importa protones desde el citosol acoplado a la hidrólisis de 
AIR. 
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Figura 9.39 

Endocitosis y formaeión de los lisoso- 
mas. Las mofśculas son captadas del ex~ 
terior de la celula mediante vesrculas endo- 
citicas T que se funden eon los endosomas 
tempranos. Los componentes de la mem¬ 
brana son reciclados cuando los endoso¬ 
mas primarios maduran a endosomas tar- 
dios. Las vesiculas de transporte que 
llevan las hidrolasas acidas desde el apa- 
rato de Golgi se fusionan posteriormente 
eon los endosomas tardios, que maduran 
a lisosomas cuando adquieren una carga 
completa de enzimas lisosomicas. Las hi¬ 
drolasas acidas se disocian del receptor 
de manosa 6-fosfato cuando las vesfcu- 
las de transporte se fusionan eon los en¬ 
dosomas tardios, y los receptores son re¬ 
ciclados al aparato de Golgi. 


Li sosom a 
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Medicina molecular 



Enfermedad de Gaucher 


La enfermedad 

La enfermedad de Gaucher es, de 
las enfermedades de depósito 
lisosómtcOt la mas comun, las 
cuales se deben a la incapacidad de 
los lisosomas para degradar 
sustancias que debenan degradar. 

La acumulación resultante de los 
compuestos no degradados da lugar 
a un aumento en el tamano y 
numero de los lisosomas en la 
celuia, lo que acaba produdendo la 
disfunción celular y consecuencias 
patológicas en los órganos 
afectados. La enfermedad de 
Gaucher afecta pnncipalmente a la 
poblacEÓn judia, eon una frecuencia 
de aproxlmadamente 1 por cada 
2.500 individuos. La enfermedad 
tiene tres yariantes, que difieren en 
su severidad y en como afectan al 
sistema nervioso. La forma mas 
comun de la enfermedad (tipo I), no 
afecta al sistema nervioso; la 
enfermedad se manifiesta eon 
esplenomegalia y hepatomegalia y 
por el desarrollo de lesiones óseas. 
Mucbos pacientes eon esta forma 
de la enfermedad no tienen 
sintomas importantes, y su 
esperanza de vida no se ve 
afectada. Las formas mas severas 
de ta enfermedad (tipos II y III) son 
mucho menos freeuentes y se 
presentan tanto en poblaciones 
judias como no j udfas. La forma 
mas devastadora es la enfermedad 
tipo II, en la que la afectación 
neurológica es evidente en !a 
infancia y los pacientes mueren a 
una edad tem prana. La enfermedad 
tipo III, de severidad intermedia 
entre los tipos I y il, se caracteriza 
por ta aparición de sfntomas 
neurológicos (incluyendo demeneia 
y espasticidad) alrededorde los diez 
ańos de edad. 

Bases moleculares 
y celulares 

La causa de la enfermedad de 
Gaucher es la defściencia de la enzima 
lisosómica glucocerebrosidasa, que 
cataliza la hidrólisis de los 
glucocerebrósidos a glucosa y 
ceramida (vease la Figura). Este 
deficit enzimatico se demostró en 
1965, y el gen responsabfe fue 
clonado en 1985, Desde entonces, 
se han identificado mas de 30 
mutaciones diferentes responsables 
de la enfermedad de 
Gaucher. Es interesante seńalar 


que puede predecirse, en gran 
medida, la severidad de la 
enfermedad segun la naturaleza de 
la mutación. Por ejempło, los 
pacientes eon una mutación que 
conduce a la sustitución, 
re!ativamenfe conservada, del 
aminoacido serina por asparragina 
tienen la enfermedad tipo I; los 
pacientes eon una mutación que da 
lugar a la sustitución de proiina por 
leucina tienen defidencias 
enzimaticas mas severas y 
desarrollan la enfermedad tipo II o III. 

Excepto en las formas muy raras 
de la enfermedad, tipo II y IEI, las 
unicas celulas afectadas en la 
enfermedad de Gaucher son los 
macrófagos. Debido a que su función 
es eliminar las celulas envejecidas y 
dahadas mediante fagocitosis, los 
macrófagos continuamente ingieren 
gran cantidad de lipidos, que 
normalmente son degradados en los 
lisosomas. Por lo tanto, las 
defidencias de glucocerebrosidasa 
resulfan particularmente evidentes 
en los macrófagos de estos órganos, 
lo que concuerda eon que las 
manifestaciones primarias en la 
mayona de los casos de enfermedad 
de Gaucher sean alteraciones 
espienieas y hepaticas 

Prevención y tratamiento 

La enfermedad de Gaucher es uno 
de los ejemplos mas importantes de 
una enfermedad que puede tratarse 
mediante tratamiento enzimatico 
sustitutivo, en el que se utiliza la 
administración exógena de una 
enzima para corregir un defecto 
enzimatico. Este abordaje del 
tratamiento de las enfermedades de 
depósito lisosómico lo sugirió 
Christian deDuve en los anos 60 r y 
se basa en la idea de que las 
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enzimas administradas 
exógenamente podrian ser 
ingeridas por endocitosis y 
transportarse a los lisosomas. Este 
abordaje es espeeialmente 
interesante en la enfermedad de 
Gaucher tipo I, ya que el macrófago 
es la unica celuia diana. En los ahos 
70, se deseubrió que los 
macrófagos expresan receptores en 
la superfide celular que se unen a 
residuos de manosa de 
glicoprotefnas extracelulares e 
internalizan poste norm en te estas 
protetnas por endocitosis. Este 
hallazgo hizo pensar que la 
glucocerebrosidasa administrada 
exógenamente podna ser dirigida 
especrficamente a los macrófagos 
mediante modificaciones que 
expusieran residuos de manosa, Se 
modificó de la manera pertinente la 
enzima preparada a partir de 
placenta humana, y los estudios 
clmicos han demostrado claramente 
su efecfividad en el tratamiento de la 
enfermedad de Gaucher 
Desafortunadamente, el 
tratamiento sustitutivo enzimatico 
para la enfermedad de Gaucher es 
caro: el coste solo de la enzima para 
el tratamiento de un paciente a las 
dosis recomendadas esta entre 
50,000 y 500.000S al ano. El coste 
de este tratamiento lo situa muy por 
encima de los recursos de los 
pacientes, y ha generado la 
controversia soda! respecto al coste 
de los farmacos caros para el 
tratamiento de las enfermedades 
poco freeuentes, 
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Fagolisosomas 


AUTOFAG1A 


Reticulo endopiasmico 


Mitocondria 


Fagosoma 


Autofagosoma 


FAGOCITOSIS 


Bacteria 


Como se trato previamente, las hidrolasas acidas son dirigidas a los lisoso- 
mas por residuos de manosa-6-fosfato, que son reconocidos por los receptores 
de manosa-6-fosfato en la red trans del Golgi y empaguetados en vesicutas 
revestidas de clatrina.Tras la liberación de la cubierta de clatrina, estas vesicu- 
las de transporte se fusionan eon los endosomas tardios, y el pH interno acido 
hace que las hidrolasas se disocien del receptor de manosa-6-fosfato (vease 
Fig, 9,39}. Las hidrolasas son asi tiberadas en la luz del endosoma, mientras 
que los receptores permanecen en la membrana y finalmente son reciclados al 
Golgi. Los endosomas tardios maduran entonces a lisosomas a medida que 
adquieren una carga completa de hidrolasas acidas, que digieren las moleculas 
originalmente ingeridas por endocitosis. 


Figura 9.40 

Los lisosomas en la fagocitosis y en la 
autofagia, En la fagocitosis, partfeulas 
grandes (como bacterias) son ingeridas en 
vacuolas fagociticas o f ag oso mas. En la 
autofagia, los organu los imternos (como las 
mrtocondrias) son englobados por trag- 
mentos de membrana procedentes dcl RE. 
formando los autofagosomas. Tanto los 
fagosomas como los autofagosomas se 
fusionan eon los lisosomas para formarfa- 
golisosomas grandes, en los que son di- 
geridos sus contenidos. 


Fago c i to sis y att to fiagi a 

Ademas de degradar las moleculas englobadas por endocitosis, los lisoso¬ 
mas digieren el materiał derivado de otras dos rutas: la fagocitosis y la autofagia 
(Fig. 9,37) En la fagocitosis, celulas especiatizadas, como los macrófagos t 
ingieren y degradan particulas grandes, incluyendo bacterias, restos de celulas, 
y celulas envejecidas que han de ser eliminadas del organismo. Estas particu- 
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(as grandes son ingeridas en vacuolas fagociticas (fagosomas). que posterior- 
mente se fusionan eon los lisosomas, dando lugar a la digestión de su conteni- 
do, Los lisosomas formados de esta manera (fagolisosomas) pueden ser bas- 
tante grandes y heterogeneos, ya que su tamańo y (orma viene determinado por 
el contenido del materiał que este siendo digerido. 

Los lisosomas tambien son responsables de la autofagia, la renovación 
gradual de los propios componentes de la celula. El primer paso de la autofagia 
parece ser el que un organulo (p. e)., una mitocondria) sea englobado por una 
membrana derivada del RE. La vesicula resultante (un autofagosoma) se fu- 
siona despues eon un lisosoma, y su contenido es digerido (vease Fig. 9.40). 


PALABRAS CLAVE 


RESUMEN 

RETICULO ENDOPLASMICO 


reticulo endoplasmico (RE), RE rugoso, 
RE de transición, RE lisa, vesicula 
secretora, via secretora. 


secuencia seńal, microsoma, partie ula 
de reconocimiento de la seńal (SRP), 
ARNsrp, receptor de SRR, translocón, 
peptidasa de la seńal 


proteina disulfuro isomerasa, anclaje de 
glicosilfosfatidilinositol (GPl), calnexina t 
calreticulina 


flłpasa 


Reticulo endoptasmico y secreción de proteinas: El reticulo endoplasmi- 
co es el primer cruce de caminos en la distribucion de las proteinas. En las 
cel u las de los mamiferos, las proteinas destinadas a la secreción, a los liso¬ 
somas o a la membrana plasmatica se traducen en los ribosomas unidos 
a membrana y son transferidas al RE rugoso mientras estan siendo tradu- 
cidas. 

Marcaje de tas proteinas para dirigirse at reticulo endoptasmico: Las 

proteinas pueden dirigirse al RE bien mientras estan siendo traducidas o tras 
haber finalizado su traducción en el citosol. En las celulas de mamiteros, la 
mayona de las proteinas son translocadas al RE mientras estan siendo tra¬ 
ducidas en ribosomas unidos a membrana. Los ribosomas que inten/ienen 
en la sfntesis de las proteinas secretadas son dirigidos al reticulo endopfas- 
mico medianie secuencias seńal en el extremo amino terminal de la cadena 
polipeptfdica. Las cadenas polipeptfdicas en crecimiento son translocadas 
posteriormente al RE a traves de canales proteicos, y se liberan en la luz del 
RE al ser escindida la secuencia seńal. 

Inserción de proteinas en ta membrana del RE: Las proteinas integraies 
de membrana de la membrana piasmatica o de las membranas del RE, del 
aparato de Golgi y de los lisosomas, se insertan inicialmente en la membra¬ 
na del RE. En lugar de ser translocadas a la tuz del RE, estas proteinas se 
anclan por helices alfa que atraviesan la membrana y que detienen ta trans- 
ferencia de la cadena polipeptidica en crecimiento a traves de la membrana. 

Piegamiento y procesamiento de proteinas en el RE: Las cadenas poli¬ 
peptfdicas se pliegan en su conformación tridimensional correcta en el RE, 
En el RE tambien tiene lugar la A/-glicosilación y la adición de los ancla- 
jes GPL Aquellas proteinas que no pueden plegarse correctamente son se- 
paradas de la via secretora y marcadas para la degradación. 

RE iiso y sfntesis de ffpidos: El RE es el sśtlo principal de sfntesis de Ifpf- 
dos en las celulas eucariotas, y el RE liso abunda en las cefulas que tienen 
un metabolismo lipfdico activo y que realizan la destoxificación de farmacos 
Ijposolubles. 

Exportación de proteinas y tipidos desde el RE: Las proteinas y los Ifpi- 
dos son transportados en vestcu!as desde el RE a! aparato de Golgi. Las 
proteinas residentes en el RE estan marcadas por secuencias que seńalizan 
su regreso desde el Golgi al RE mediante una vfa de reciclaje. Otras secuen- 
cias seńalizadoras median el empaquetamiento selectivo de las proteinas 
que van a ser exportadas f en vesfculas que las transportan al Golgi, 
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APARATO DE GOLGI 

Organización deł Golgi: El aparato de Golgi participa en el procesamiento 
y en la distribución de las proteinas, asi como en la sfntesis de lipidos y 
polisacaridos. Las proteinas son transportadas desde el retfculo endoplas- 
mico a la red cis del Golgi. Desde ahi se transportan al apiiamiento del Golgi, 
que representa el iugar metabólicamente mas activo del aparato de Golgi, 
Las proteinas modificadas son transportadas desde el apiiamiento del Golgi 
a !a red trans del Gofgi, donde se distribuyen y se empaquetan en vesiculas 
que se transportaran a los lisosomas, a la membrana plasmatica, o al exte- 
rior celular. 

Glicosilación de proteinas en ef Golgi: Los AZ-oligosacaridos ańadidos a 
Jas proteinas en el RE son modificados en ef Golgi. Aguelfas proteinas destE- 
nadas a los lisosomas son fosforiladas especificamente en los residuos de 
manosa, y la manosa-6-fosfato actua como una seńal que dirige su transpor- 
te a los lisosomas desde la red trans del Golgi. En el Golgi tambien tiene 
Iugar la O-glicosilacćón, 

Metabolismo de lipidos y de polisacaridos en el Golgi: El aparato de 
Golgi es el Iugar donde se sintetizan los glicolipidos, la esfingomielina y los 
polisacaridos complejos de la pared celular vegetal. 

Distribución y exportactón de proteinas desde ef aparato de Gofgi: Las 

proteinas se distribuyen en la red trans del Golgi para ser ermpaquetadas en 
vesiculas de transporte que se dirigen a ser secretadas, a la membrana plas¬ 
matica, a los lisosomas o a las vacuolas de las levaduras y plantas. En las 
celulas polarizadas, las proteinas se dirigen especificamente a los dominios 
apical y basolateral de la membrana plasmatica. 

MECANISMO DE TRANSPORTE DE LAS VESICULAS 

Aproximaciones experimentafes al conocimiento del transporte de las 
i resicufas: El mecanismo de transporte de las vesfculas se ha determinado 
mediante el estudio de mutantes de fevaduras, de sistemas reconstituidos 
de celulas libres y de vesiculas sinaptieas. 

Seiección de la mercancta , proteinas de revestimiento y gemación de 
yesfculas: La superficie citoplasmica de las vesicu!as esta recubierta de 
proteinas que dirigen la gemación de las vesicufas y que seleccionan las 
moleculas especificas a que seran transportadas. 

Fusión de las vesicufas: La unión de las vesfculas eon la membrana diana 
adecuada esta mediada por interacciones entre pares de proteinas trans- 
membrana, lo que da Iugar a la fusión de las membranas. 

LISOSOMAS 

Hidrolasas acidas iisosómicas: Los lisosomas contienen una serie de hi- 
drolasas acidas que degradan proteinas, acidos nucleicos, polisacaridos y 
lipidos. Estas enzimas funcionan especificamente al pH acido del interior de 
los lisosomas, 

Endocitosis y formación de los lisosomas: Las moleculas extracelulares 
capiadas por endocitosis son transportadas a los endosomas, que maduran 
a lisosomas a medida que se traen hidrolasas acidas desde el Golgi, 

Fagocitosis y autofagia: Los lisosomas son responsables de la degrada- 
ción de particulas grandes, ingeridas mediante la fagocitosis, y de la diges- 
tión gradual de los propios eomponentes de la celuia mediante la autofagia. 


aparato de Golgi, compiefo de Golgi, red 
cis del Golgi, apiiamiento del Golgi. red 
trans del Golgi 


manosa-6-fosfato. region senal 


dominio apical, dominio basolateral, 
wacuola 


yesicula sinaptica 


ves*cula revestida de clatrina, vesicula 
revestida COP 


hipotesis SNARE, Rab 


lisosoma, enfermedad de depo sito 
lisosormeo 


endocitosis, endosoma 


fagocitosis. fagosoma. fagolisosoma, 
autofagia. autofagosoma 
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Preguntas 

1. ćCua\ era la evidenc!a experimentaf 
original que indicaba la vi'a secretora RE 
rugoso aparato de Golgi ^ vesiculas 
secretora5 -» proteina secretada? 

2. ^Cómo proporcionó la traducción in 
vitro de ARNm pruebas de la existencia 
de una secuencia seńal que dirige a pro- 
teinas secretoras potendafes al reticulo 
endoplasmico rugoso? 

3. Diferencias entre la translocación co- 
traduccional y postraduccional de cade- 
nas poJipeptidicas al reticulo endoplasmb 
co f incluyendo lafuerza motriz de ambas. 

4. Sec61 es un componente cratico del 
canal proteico (ocalizado en la membra¬ 
na del RE. En las celulas mutantes para 
Sec61, ^cual es el destino de las protei- 
nas que normalmente se localizan en el 
aparato de Golgi? 
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OS ORGANULOS CITOPLASMICOS. ADEMAS DE ESTAR IMPLICADOS EN EL TRANS- 



porte y distribuceón de las proteinas, proporcionan compartimentos 


especializados en los que tienen lugar diversas actMdades metabólicas. 
Una actividad fundamental de todas fas celulas es generar energia metabólica, 
y son dos los organulos que estan dedicados especifieamente al metabolismo 
energetico y a la producción de ATP. Las mitocondrias son responsables de 
generar la mayona de la energia util derivada de la degradación de los lipidos y 
de los carbohidratos, y los cloroplastos utilizan ia energia obtenida de la luz 
solar para generar tanto ATP como poder reductor para sintetizar carbohidratos 
a partir de C0 2 y H 2 Q. El tercer organulo que se trata en este Capitulo, ei peroxi- 
soma, contiene enzimas que intervienen en diversas rutas metabólicas, inclu- 
yendo la degradación de los acidos grasos y el metabolismo de un derivado de 
la fotosmtesis. 

Las mitocondrias, los cloroplastos y los peroxisomas difieren de los organu¬ 
los tratados en el Capitulo anterior no solo en sus funciones, sino tambien en su 
mecanismo de formacjom Las protemas destinadas a los peroxisomas, mito- 
condrlas y cloroplastos, en lugar de sintetizarse en los ribosomas unidos a 
membrana y ser trasladadas al reticulo endopfasmico, se sintetizan en los ribo- 
somas libres del citosot y son importadas a sus organulos de destino en forma 
de cadenas polipeptidicas compfetas. Las mitocondrias y los cloroplastos tam¬ 
bien contienen sus propios genomas, que incluyen algunos genes que se trans- 
criben y traducen en ei propio organulo. Por lo tanto, la distribueión de las proteb 
nas a los organulos citopiasmicos tratados en este Capitulo es diferente de las 
rutas de transporte vesicular que conectan el reticulo endoplasmico, el aparato 
de Golgi, los lisosomas y ta membrana plasmatica. 

Mitocondrias 

Las mitocondrias desempehan un papel crucial en la generación de energia 
metabólica en las celulas eucariotas. Como ya se comentó en el Capitulo 2 f son 
responsables de la mayor parte de la energia util derivada de la degradación de 
los carbohidratos y de los acidos grasos, que es eonvertida en ATP por el proce- 
so de la fosforilación oxidativa. La mayoria de las proteinas mitocondriales son 
traducidas en los ribosomas citopiasmicos libres, y son importadas al organulo 
debido a sehales directoras especificas. Ademas. las mitocondrias son unicas 
entre los organulos citopiasmicos ya tratados en que contienen su propio ADN, 
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que codifica ARNt. ARNr. y algunas proteinas mitocondriales. El ensambiaje de 
las mitocondrias implica. por tanto, a proteinas codificadas por su genoma pro- 
pio y traducidas en el organulo. asi como a proteinas codificadas por el genoma 
nuclear e importadas desde el citosol. 


Figura 10 J 

Estructura de una mitocondria. Las 

mitocondrias estan rodeadas por un sis- 
tema de dobie membrana, constituido 
por una membrana interna y una externa. 
Los pliegues de la membrana interna 
(crestas) se extienden hacia of interior de 
la matriz. (Microfotografia por K R. Por¬ 
ter/Photo Rechearches. Ina) 


Orgcinización y función de las mitocondrias 

Las mitocondrias estan rodeadas por un sistema de dobie membrana, constitui- 
do por una membrana mitocondrial interna y otrą externa separadas por un 
espacio intermembrana (Fig, 10.1). La membrana interna forma numerosos 
pliegues (crestas), que se extienden hacia el interior (o matriz) del organulo. 
Gada uno de estos componentes desemperia un papel funcional distinto, siendo 
la matriz y la membrana interna los principales eompartlmentos funcionales de 
las mitocondrias. 

La matriz contiene el ststema genetico mitocondrias asi como las enzimas 
responsablesde las reaccionescentrales del metabolismo oxidattvo (Fig. 10.2). 
Como ya se trato en el Capitulo 2, la fuente principal de energia metabolica en 
las celulas animales es la degradación oxidativa de la glucosa y de los acidos 
grasos. Las etapas iniciales del metabolismo de la glucosa (glicolisis) tienen lugar 
en el citoplasma, donde la glucosa es convertida a piruvato (vease Fig. 2.32). El 
pśruvato es posteriormente transportado al interior de la mitocondria, donde su 
oxidación completa a C0 2 produce la mayor parte de la energia utiiizable (ATP) 
procedente del metabolismo de la glucosa. Esto implica la oxidación inicial del 
piruvato a acetil CoA, que posteriormente es degradado hasta C0 2 a traves del 
ciclo del acido cftrico (veanse Figs. 2,33 y 2.34). La oxidación de los acidos gra- 
sos tambien produce acetil CoA (vease Fig. 2.36), que de forma similar es metabo- 
lizado por el ciclo del acido cftrico en las mitocondrias. Por lo tanio, Sas enzimas del 
ciclo del acido citrico (localizadas en la matriz mitocondrial) tienen un papel central 
en la degradación oxidativa tanto de los carbohidratos como de los acidos grasos. 

La oxidación del acetil CoA a G0 2 esta acoplada a la reducción de NAD' y 
FAD a NADH y FADH 2 respectivamente. Por lo tanto, la mayor parte de !a ener¬ 
gia deriyada del metabolismo oxidativo es producida por el proceso de fosforila- 
ción oxidativa (que se tratara en detalle en la siguiente sección), que tiene lugar 
en la membrana mitocondrial interna. Los electrones de alta energia del NADH 
y FADH 2 se transfieren al oxigeno mofecular a traves de una serie de transpor- 
tadores de la membrana. La energia derivada de estas reacciones de transfe- 
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Piruvato 


Ac id os grasos 


Figura 10.2 



MetaboHsmo en la matriz de las mito^ 
condrias* El piruvato y los acidos grasos 
son importados desde el citosol y conver- 
tidos en acetil CoA en la matriz mitocon- 
drial. El acetil CoA se oxida a C0 2 a tra- 
ves del ciclo del acido citrico, la ruta 
Principal del metabolismo oxidativo. 


Membrana externa 

Membrana interna 


rencia de electrcnes se convierte en energia potencial acumulada en forma de 
un gradiente de protones a traves de la membrana, que es utiltzada para dirigir 
la sintesis de ATP, La membrana interna mitocondrial representa de esta mane- 
ra el lugar principal de generadón de ATP. y este papel fundamental se refleja 
en su estructura. Primero, el ineremento de su superficie mediante su plega- 
miento en crestas. Ademas, la membrana interna mitocondrial contiene una 
proporción inhabitualmente e!evada (mas del 70%) de protefnas, que intervie- 
nen en la fosforilación oxidativa asi como en el transporte de metabolitos (p ej., 
piruvato y acidos grasos) entre el citosol y la mitocondria. Por otrą parte, la 
membrana interna es impermeable a la mayoria de los iones y de las moleculas 
pepuenas —una propiedad critica para mantener el gradiente de protones que 
dirige la fosforilación oxidativa. 

A diferencia de la membrana interna, la membrana externa mitocondrial es 
completamente permeable a las moleculas pequeńas. Esto es debido a que con¬ 
tiene unas proteinas denominadas porinas, que forman canales que permiten la 
difusión librę de moleculas menores de 1.000 daltons. Por lo tanto, la composi- 
ción del espacio intermembrana es similar a la del citosol respecto a los iones y a 
las moleculas pequenas, Consecuentemente. la membrana mitocondria! interna 
es la barrera funcional para ei paso de moleculas pequeńas entre el citosol y la 
matriz y mantiene el gradiente de protones que dirige la fosforilación oxidativa, 

Sistema genetico de las mitocondrias 

Las mitocondrias contienen su propio sistema genetico, el cual esta separado y 
es distinto del genoma nuclear de la celula, Como ya se comentó en el Capitulo 
1, se cree que las mitocondrias evolucionaron a partir de bacterias que desarro- 
llaron una relación simbiótica viviendo dentro de celulas mas grandes (endo- 
simbiosis). Esta hipótesis ha sido confirmada recientemente por los resultados 
del analisis de secuencias de ADN, que han revelado similitudes notables entre 
el genoma de las mitocondrias y el de la bacteria Rickettsia prowazekii. Las 
rickettsias son parasitos intracelulares que, al igual que las mitocondrias, solo 
son capaces de reproducirse dentro de celulas eucariotas, De acuerdo eon sus 
estilos de vida similares simbióticos, las secuencias de ADN genómico de Ric¬ 
kettsia y de las mitocondrias sugieren que compartieron un ancestro comun. a 
partir del cual se originó el sistema genetico de las mitocondrias actuales. 

El genoma mitocondrial esta constituido por moleculas etreulares de ADN, 
como los de las bacterias. presentes en varias copias por organulo. Varian con- 
siderablemente en tamaho entre las diferentes especies. Los genomas de las 
mitocondrias humanas y de la mayona de los animales tienen solo alrededor 
de 16 kb r pero se han encontrado genomas mitocondriales sustancialmente mas 
grandes en las levaduras (aproximadamente 80 kb) y en las plantas (mas de 200 
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Figura 10.3 

Genoma mitocondriat humano. El ge- 

noma contiene 13 secuencias codificado- 
ras de proteinas, que son designadas 
como componentes de los complejos 
respiratorios I, III, IV, o V. Ademas, el ge- 
rtorra contiene genes para los ARNr 12S 
y 16S y para 22 ARNt que son designa- 
dos por el código de una letra para el 
aminoacido correspondiente. La region 
del genoma designada obucie contie¬ 
ne un ongen de replicación de! ADN y se- 
c u en ci as p ramoto ras de la transcripcićn. 


TABLA 10.1. Diferencias entre 
los códigos geneticos universal y 
mitocondrial 

Codón 

Código 

universal 

Código 

mitocondrial 

humano 

UGA 

Terminación 

Trp 

AGA 

Arg 

Terminación 

AGG 

Arg 

Terminación 

A U A 

Ile 

Met 


En las mitocondnas de las levaduras y Sas plan- 
tas hay otros codones que difieren del código uni- 

v©rsai. 


kb). Sin embargo, estos genomas mitocondriales mas grandes estan compues- 
tos fundamentalmente por secuencias no codificantes y no parece que conten- 
gan mucha mas información genetica. Porejemplo, el genoma mitocondrial mas 
grandę secuenciado es el de la planta Arabidopsis thaliana. Aunquo el ADN mito¬ 
condrial de Arabidopsis tiene alrededor de 367 kb, codifica solo 32 proteinas: un 
poco mas del dobie de las que codifica el ADN mitocondrial humano. EJ ADN 
mitocondrial eon mayor nu mero de genes es el del protozoo Heclinomonas ame - 
ricana , que tiene 69 kb y contiene 97 genes. El genoma mitocondrial de Reclino- 
mortas parece que se asemeja mas al genoma baeteriano de! que evolucionaron 
las mitocondrias que la mayor la de los genomas mitocondriales actuales. que 
solo codifican un pequeho numero de proteinas que son componentes esencia- 
les del sistema de fosforilación oxidativa. Ademas, el genoma mitocondrial codifi¬ 
ca todos los ARNs ribosómicos y la mayoria de los ARNs de transferencia nece- 
sarios para la traducción en ia mitocondria de estas secuencias codificantes. Ot ras 
proteinas mitocondriales son codificadas por genes nucleares: se piensa que estas 
han sido transferidas al nucleo desde el genoma mitocondrial ancestral. 

El genoma mitocondrial humano codifica 13 proteinas implicadas en el trans- 
porte de electrones y en la fosforilación oxidativa (Fig. 10.3). Ademas, el ADN 
mitocondrial humano codifica ARNr 16S y 12S y 22 ARNt que se reguieren para 
la traducción de las proteinas codificadas por el genoma del organulo, Los dos 
ARNr son los unicos componentes de ARN de los ribosomas mitocondriales de 
los animałeś y levaduras, mientras que los ribosomas bacterianos conti enen tres 
ARNr {238, 168 y 5S). Sin embargo, el ADN mitocondrial de las piantas tambien 
codifica un tercer ARNr de 5S. Las mitocondrias de las piantas y de Jos protozoos 
tambien difieren de las de los ani mai es en que importan y utilizan ARNt codifica- 
dos tanto por el genoma nuclear como por el mitocondrial, mientras que en las 
mitocondrias animales todos los ARNt son eodificados por el organulo. 

El pequeho numero de ARNt eodificados por el genoma mitocondrial pone 
de manrfiesto una caractehstica importante del sistema genetico mitocondrial 
—el uso de un código genetico ligeramente diterente. que es dlstinto del códi¬ 
go genetico ^universal» utilizado por las celulas procariotas y eucariotas (Ta- 
bla 10.1). Como ya se trato en el Capitulo 3, hay 64 codones posibles, de los 
cuales 61 codifican los 20 aminoacidos diferentes incorporados en las proteinas 
(vease Tabla 3.1). Muchos ARNt tanto en las celulas procariotas como en las 
eucariotas son capaces de reconocer mas de un unico codón en el ARNrm debi- 
do al «balanceo*\ que permite el desapareamiento entre el anticodón del ARNt 
y la tercera posición de determinados codones complementarios (vease Fig. 
7,3). Sin embargo, se requieren al menos 30 ARNt diferentes para traducir el 
código umversal de aeuerdo a las reglas del balanceo. Sin embargo, el ADN 
mitocondrial humano codifica sóio 22 especies de ARNt, y estos son los unicos 
ARNt que se utilizan para la traducción de los ARNm mitocondriales. Esto se 
lleva a cabo por una forma extrema de balanceo en la que la U en el anticodón 
del ARNt puede aparearse eon cualquiera de las cuatro bases en la tercera 
posición del codón de ARNm, lo que permite que un unico ARNt reconozca 
cuatro codones Ademas, en las mitocondnas algunos codones especifican 
aminoacidos distintos de los que codifica el código universal. 

Al Igual que al ADN de los genomas nucleares, el ADN mitocondrial puede 
alterarse por mutaciones, que freeuentemente son nocivas para el organulo. 
Puesto que casi todas las mitocondrias del óvu!o fecundado las aporta el oocito 
en vez del espermatozoide, las mutaciones germinales en el ADN mitocondrial 
son transmitidas a la siguiente generación por la mądre, Dichas mutaciones se 
han asociado eon vartas enfermedades. Porejemplo, la neuropatia óptica here- 
ditaria de Leber, una enformedad que conduce a la ceguera, puede producirse 
por mutaciones en los genes mitocondriales que codifican los componentes de 
la cadena de transporte de electrones, Ademas, se ha sugerido que la acumula- 
ción progresiva de mutaciones en el ADN mitocondrial durante ia vida de los 
individuos contribuye al proceso de envejecimiento. 
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Internalización de p rotę w as y formación de las mitocondrias 

A diterencia de Jo que sucede eon los ARN miembros del aparato de traducción 
de las mitocondrias (ARNr y ARNf), la mayona de los genomas mitocondriales 
no codifican las protefnas requeridas para la replicacion, transeripción o traduc¬ 
ción del ADN. Los genes que codifican las proteinas requeridas para la replica- 
ción y expresión del ADN mitocondrial se eneuentran en el nucleo. Ademas, el 
nucleo eontiene los genes que codifican la mayona de las protemas mitocon- 
driafes requeridas para la fosforilación oxidativa y todas las enzimas que inter- 
vienen en el metaboiismo mitocondrial (p. ej,, las enzimas del ciclo del acido 
citrico). Las proteinas codificadas por estos genes (mas del 95% de las protei- 
nas mitocondriales) son sintetizadas en ribosomas citosólicos libres e introduci- 
das en las mitocondrias como cadenas polipeptidicas completas. Debido a la 
estructura de dobie membrana de las mitocondrias, la internalización de las 
protemas es considerabiemente mas complicada que la transferencia de un 
polipeptidoa traves de una unica bicapa fosfofipidiea. Las proteinas destinadas 
a la matriz tienen que atravesar tanto la membrana mitocondrial interna como la 
externa, mientras que otras protemas han de distribuirse a distinlos comparti- 
mentos en el organulo (p. ej., el espacio intermembrana). 

La internalización de proteinas a la matriz es el aspecto mejor conocido de la 
distiibución de las proteinas en la mitocondria (Fig, 10.4), La mayona de las 
proteinas son marcadas y dirigidas a la mitocondria mediante secuencias amino 
terminales de 20 a 35 aminoacidos (denominadas presecuencias) que se es- 
cinden por rotura proteolitica tras entrar en el organulo. Las presecuencias de 
las proteinas mitocondriales, caracterizadas por primera vez por Gottfried 
Schatz, contienen multiples residuos de aminoacidos eon carga positiva, habi- 
tualmente en forma de helice y. anfipatica, El primer paso en la internalización 
de la proteina es la unión de estas presecuencias a receptores en la superficie 
de la mitocondria. A continuación la cadena polipeptidica se inserta en un com- 
plejo proteinico que dirige la translocación a traves de la membrana externa (la 
translocasa de la membrana externa o complejo Tom). Las proteinas Tom indi- 
vidua!es se designan de aeuerdo eon su tamańo moiecular, de modo que los 
receptores se denominan Tom22, Tom20 y Tom5, Desde estos receptores, las 
proteinas son fransferidas a la proteina del poro Tom40 y son trans cadas a 
traves de la membrana externa. Las proteinas a continuación son transferidas a 
un segundo complejo proteico en la membrana interna (una de dos transloca- 
sas diferentes de la membrana interna o complejos Tim)* Las proteinas eon 
presecuencias atraviesan la membrana interna a traves del complejo Tim23< La 
translocación de proteinas requiere el potencial electroguimico que se establece 
a traves de la membrana interna mitocondrial durante el transporte de electro- 
nes. Como se vera en la siguiente sección de este Capitulo, la transferencia de 
electrones de alta energia desde el NADH y FADH ? al oxigeno molecular esta 
acoplada a la transferencia de protones desde la matriz mitocondrial al espacio 
intermembrana. Puesto que los protones son particulas cargadas, esta transfe^ 
rencia establece un potencial electrico a traves de la membrana interna, siendo 
la matriz negativa. Durante la internalización de las protemas, este potencial 
electrico dirige la translocación de la presecuencia cargada positivamente. 

Para ser trasfadadas a traves de la membrana mitocondrial, tas proteinas 
deben estar, al menos parcialmente, desplegadas. Por lo tanto, la internaliza- 
ción de las proteinas en las mitocondrias requiere chaperonas moleculares ade¬ 
mas de las proteinas de membrana implicadas en la translocación (vease Fig. 
10.4). En el lado citoplasmico, los miembros de la familia de chaperonas Hsp70 
mantienen las proteinas parcialmente desplegadas para que puedan ser inser- 
tadas en la membrana mitocondrial, A medida que cruzan la membrana interna, 
las cadenas polipeptidicas sin plegar se unen a otro miembro de la familia 
Hsp70 T que esta asociado eon el complejo Tim23 y aetua como un motor que 
emplea la hidrólisis repetida de ATP para conducir la internalización de proteinas. 
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Figura 10 4 

Internalización de proteinas de la ma- 
triz mitoeondrial. Las proteinas se diri- 
gen al complejo Tom en la membrana mi- 
tocondrial externa por presecuencias 
aminoterminales que poseen aminoaci- 
dos cargados positivamente, Esta prese- 
cuencia se une en primer ]ugar a Tom20 y 
Tom22 T y a continuación se transfiere a 
Tom5 y el poro de internalización, Tom40. 
Despues de atravesar !a membrana exter- 
na, la presecuencia se une al dominio in- 
termembrana de Tom22 y pasa al comple- 
jo Tim23 en la membrana interna. En la 
matriz, una chaperona Hsp70 asociada 
eon Tim44 actua como motor, empSeando 
la hidrólisis de ATP para translocar la pro- 
teina a traves de la membrana interna. En 
ia mayoria de las proteinas destinadas 
para la matriz mitocondrial, se elimina la 
presecuencia por una peptidasa procesa- 
dora de la matriz (MPP) y se asocian eon 
proteinas Hsp70 solubies que facilitan su 
plegamiento. 
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Ci to sol 


En la mayoria de los casos, la presecuencia es entonces escindida por una 
peptidasa procesadora de ta matriz (MPP: matrix Processing peptidase) y 

la cadena polipeptidica se une a otras chaperonas Hsp70 de la matriz que facili¬ 
tan su plegamiento. Aigunos polipeptidos se transfieren a continuación a una 
chaperona de la familia Hsp60 (una chaperonina, vease Fig. 7,21), en cuyo 
interior se producen plegamientos proteicos adicionales. Estas interaccionesde 
cadena polipeptfdicas eon chaperonas moleculares dependen de ATP, de 
modo que la internalización de proteinas requlere ATP tanto fuera como en el 
interior de las mitocondrias, ademas del potenciai electrico a traves de la mem¬ 
brana interna. 

Como se ha mencionado preyiamente, algunas proteinas mitocondriales se 
dirigen a la membrana externa, a la membrana interna o al espacio intermem- 
brana en lugar de a la matriz, por lo que se requieren mecanismos adicionales 
para dirigir estas proteinas al compartimento submitoeondrial correcto. Muchas 
de las proteinas de la membrana interna son transportadoras de moleculas pe- 
quenas que intercambian nucleótidos e iones entre la mitoeondria y el citosol. 
Estas proteinas no contienen presecuencias, por el contrario poseen multiples 
secuencias de internalización en la mitoeondria interna. En consecuencia, no 
son reconocidas por Tom2Q ni Tom22. Estas proteinas son reconocidas por un 
receptor distinto en la membrana mitoeondria! externa (Tom70), y a continua¬ 
ción son translocadas por la membrana a traves de Tom4Q (Fig. 10 5). En el 
espacio intermembrana, las proteinas son reconocidas por componentes móvi- 
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Figura 10.5 

Internalización de proteinas transpor- 
tadoras de moieculas pequeńas en la 
membrana mitocondrial interna. Estas 
proteinas poseen secuencias de seńal in¬ 
terna, en lugar de presecuencias N-termi- 
nales. Las secuencias de seńa! interna 
son reconocidas por receptores Tom70 
que transfieren a la proteina al poro de in- 
ternalización de Tom40. En el espacio in- 
termembrana. la proteina se une a las 
proteinas pepueńas móviles Tim. las pro¬ 
teinas «tiny Tirri”> que ta guian al comple- 
jo Tim22 de la membrana interna. Las pro¬ 
teinas tiny Tim transfieren la proteina a 
Tirr54 y a contmuación, al poro de inter¬ 
nalización de Tim22. Las secuencias in- 
ternas de detención de la transferencia 
detienen la translocación y la proteina se 
transfiere lateralmente al interior de la 
membrana mitocondrial interna. 


les de un complejo Tim diferente, el complejo Tim22, Estas proteinas Tim pe- 
queńas (denominadas proteinas «tiny Tim») funcionan como chaperonas y 
como transportadoras que escoltan proteinas hasta Tim22, A continuacion, es¬ 
tas proteinas son parcialmente translocadas a traves de Tim22 ? antes de que 
se n a l es internas de detención de la transferencia causen su salida lateral del 
poro de Tim22 y su inserción en la membrana interna. 

Otras proteinas eon destino en la membrana externa ł interna o el espacio 
intermembrana poseen tanto una seńal presecuencia como una secuencia de 
sehai interna. Puesto que contienen presecuencias, estas proteinas son reco- 
nocidas por los receptores Tom20 y Tom22 en la membrana externa y translo¬ 
cadas por la membrana interna a traves del complejo Tim23 (Fig. 10.6), Algunas 
Cle estas proteinas salen lateralmente del complejo Tom a la membrana exter- 
na; otras pasan a traves de la membrana externa pero permanecen en el espa¬ 
cio intermembrana en lugar de penełrar en TŁm23, Otras proteinas destinadas 
al espacio intermembrana. ademas de algunas proteinas de la membrana inter¬ 
na, son transportadas en primer lugar a traves de la membrana interna a la 
matriz mitocondrial. A continuación, son marcadas para su posterioriransporte 
eon una segunda seńal que se deseubre tras la eliminación de la presecuencia 
en la matriz. Esta segunda seńal las dirige a una tercera translocasa, Oxa1, 
donde pasan al interior al espacio intermembrana o son detenidas en su transito 
por sehales de detención de la transferencia e insertadas en la membrana inter¬ 
na, Oxa1 estambien la translocasa para aquellas proteinas intermembrana y de 
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Medicina molecular 


Enfermedades de las mitocondrias: neuropatfa 


óptica hereditańa de Leber 


La enfermedad 

La neuropatfa óptica hereditaria de 
Leber (NOHL) es una enfermedad 
hereditaria poco frecuente que causa 
ceguera como consecuencia de la 
degeneración del nervio óptico. La 
perdida de fa visión suele ocurrir 
entre los 15 y los 35 ahos, y 
generaimente es la unica 
manifestación de la enfermedad. No 
todos los individuos que heredan fos 
defectos genetieos responsables de 
la NOHL desarrołlan la enfermedad, 
y esta afecta eon menor frecuencia a 
las mujeres que a los hombres. Esta 
tendencia a afectar a los hombres 
podria sugerir que la NOHL es una 
enfermedad ligada al cromosoma X. 
Sin embargo, esto no es asi, ya que 
los hombres nunca transmiten la 
NOHL a su descendencla. Por el 
contrario, la NOHL siempre es 
transmitfda por la mądre. Esta 
caractenstica concuerda eon una 
herencia de la NOHL citoplasmica en 
lugar de nuclear, ya que el 
citopfasma de los óvulos fecundados 
procede casi por compfeto del oocito. 

Bases moleculares 
y celulares 

En 1988 Douglas Wallace y sus 
colaboradores identificaron una 
mutación en el ADN mitocondrial de 
los pacientes eon NOHL. Esta 
mutación (en ei par de bases 
11.778) afecta a una de las 
subunidades del complejo I de la 
ca de na de transporte de efectrones 
(NADH deshidrogenasa), y causa la 
sustitución de una histidina por una 
arginina. La mutación 11.778 es 
responsable de cerca de la mitad de 
todos fos casos de NOHL. Otras tres 
mutaciones del ADN mitocondrial 
han sido tambien identificadas como 
causas primarias de la NOHL. Dos 
de estas mutaciones afectan a otras 
subunidades del complejo I, 
mientras que la tercera afecta al 
citocromo b , que es un componente 
del complejo fil (vease Fig.)* En 
total f estas cuatro mutaciones son 
responsables de mas del 80 % de 
fos casos de NOHL* Una quinta 
mutación (en ef par de bases 
14.459) T que afecta a unasubunidad 
del complejo I, puede producir 
NOHL o enfermedades musculares. 


Las mutaciones que producen la 
NOHL disminuyen la capacidad de 
las mitocondrias para !levar a cabo 
la fosforilación oxidativa y generar 
ATP. Esto tiene su efecto Principal 
en aquellos tejidos que son mas 
dependientes de la fosforilación 
oxidativa, por lo que las alteraciones 
en los componentes de las 
mitocondrias daran lugar a 
manifestacionescfinicas en órganos 
espectficos, en vez de a una 
enfermedad sistemica. El sistema 
nervtosG central (induyendo el 
cerebro y el nervio óptico) es muy 
dependiente del metabolismo 
oxidativo f por lo que concuerda que 
la ceguera sea la principat 
manifestación clinica debida a las 
mutaciones del ADN mitocondrial 
responsables de la NOHL. 


Como ya se ha mencionado, la 
herencia de mutaciones de la NOHL 
no siempre conduce al desarrollo de 
la enfermedad; solo airededor del 
10 % de las mujeres y el 50 % de los 
hombres que poseen una mutación 
sufren la perdida de la visión, Un 
factor que puede contnbuir a esta 
baja incidencia de la enfermedad 
entre los portadores de las 
mutaciones de la NOHL es que cada 
celuia contiene miles de copias del 
ADN mitocondrial, que pueden estar 
presentes en una mezcla de 
mitocondrias mutantes y normafes, 
Estas mitocondrias se distnbuyen 
de manera aleatoria a las celulas 
hijas en la división ceiular, por lo que 
la población de mitocondrias puede 
cambiar a medida que las celulas se 
dividen P dando lugar a celulas que 



Genes del complejo IV 
(Citocromo c oxidasa) 
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(ATP sintetasa) 
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Mutaciones de la NOHL en el ADN mitocondrial. 
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Enfermedades de las mitocondrias: neuropatia óptica hereditaria de Leber (continuactón) 


contienen proporciones mayores o 
menores de organuios mutantes. 
Sin embargo, muchos individuos 
que portan predominantemente 
ADNs mttocondrfaies mutantes 
tampoco desarroflan [a enfermedad. 
Por lo tanto, parece que otros 
factores geneticos o ambientales, 
que aun no han sido identificados, 
desempehan un papel significativo 
en el desarrollo de la NOHL. 

Prevención y tratamiento 

La identificación de las mutaciones 
del ADN mitocondrial responsables 
de la NOHL permite el diagnóstico 
moiecular de la enfermedad, el cual 
puede ser importante para 
establecer un diagnóstico definitivo 
de los pacientes sin antecedentes 
familiares* Sin embargo, la 
detección de mutaciones en el ADN 
mitocondrial es de escaso valor 
para localizar a los miembros de las 


familias afectadas o para u na 
planificación familiar Esto 
contrasta eon la utilidad para 
detectar mutaciones congśnitas de 
los genes nucleares, donde el 
analisis moiecular puede 
determinar si un miembro de la 
familia o un embrion ha heredado 
un alelo mutante o normai. En la 
NOHL f sin embargo, las mitocondrias 
mutantes estan presentes en un 
numero elevado y son transmitidas 
por via materna a todos los 
descendientes. Como ya se ha 
dieho, no todos los descendientes 
desarrollan la enfermedad, pero 
esto no puede predecirse medianie 
el analisis genetico. 

El hallazgo de que la NOHL esta 
producida por mutaciones del ADN 
mitocondrial hace pensar en el 
potenciai de nuevos tratamientos. 
Una aproximación es el tratamiento 
metabólico dirigido a mejorar la 


fosforilación oxidativa mediante la 
administradón de sustratos o 
cofactores de la via de transport© 
de electrones, como succinato o 
coenzima Q. Otrą posibilidad que 
se ha considerado para el 
tratamiento de la NOHL es la 
terapia genica mediante la que se 
coiocana un alelo de un gen nomnal 
en el nucleo. Se ahadiria una serial 
apropiada para dirigir e! producto del 
gen a la mitocondria, donde podda 
sustituir a la proteina codificada por 
la mitocondria defectuosa. 
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Figura 10.6 

Distribución de proteinas que contie¬ 
nen presecuencias a los distintos com- 
partimenfos mitocondriales. Las pro¬ 
teinas mitocondrial es eon presecuencias 
N-terminales pueden ser inlernalizadas en 
la membrana exlerna, la membrana inter¬ 
na o el espacio intermembrana. Las prese¬ 
cuencias de estas proteinas son reconoci- 
das por receptores Tom20 y Tom22 y 
transferidas a Tom40, Las proteinas desti- 
nadas a la membrana externa detienen fa 
translocación en el complejo Tom4Q y pa¬ 
sa n lateralmente al interior de la membra¬ 
na. Algunas proteinas destinadas al espa¬ 
cio intermembrana son translocadas a 
traves de Tom40, pero permanecen en el 
espacio intermembrana en ługar de inte- 
raccionar eon el complejo Tim23. Otras 
proteinas son transferidas a traves de 
Tim23 a la matriz mitocondrial. La elimina- 
ción de fa preseeuenda en ef interior de la 
matriz deja expuesta una segunda senat 
guedirigea estas proteinas de nuevo a la 
membrana interna o el espacio intermem¬ 
brana a traves del poro de translocación 
Gxa1. 
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Figura 10.7 

Estructura de la card iolipi na. La eardio- 

lipina es un fosfołipido «dobie» poco fre- 
cuente, que se encuentra principalmente 
en la membrana mitocondrial interna. 
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la membrana interna eotiificadas por el genoma mitocondrial, que son sintetiza- 
das en los ribosomas mitocondriales de ia matriz. 

No solo las proteinas, sino tambien los fosfolipidos de las membranas mito- 
condriales son importadosdesde el citosol. En las celufasanimales, la fosfatidil- 
colina y la fosfatidiletanolamina se sintetizan en el RE y se transportan a las 
mitocondrias mediante proteinas de transferencia de fosfolipidos, que ex- 
traen moleculas aisladas de fosfolipidos de la membrana del RE. Entonces el 
lipido puede transportarse a traves del ambiente acuoso del citosol. protegido 
por el sitio de unión hidrofóbico de la proteina, y Irberarse cuando el complejo 
IIega a una nueva membrana, como la de las mitocondrias. Las mitocondrias 
sintetizan fosfatidilserina a partir de fosfatidiletanolamina, y ademas catalizan la 
sintesis del fosfołipido poco frecuente cardiofipina, que contiene cuatro cade- 
nas de acidos grasos (Fig. 10.7). 


Mecanismo de la fosforilación oxidafiva 

La mayor parte de la energia utilizable obtenida de la degradación de los hidratos 
de carbono o de las grasas, deriva de Ja fosforilación oxidativa que tiene lugar en 
el interior de la mitocondria. Por ejemplo, la degradación de la glucosa mediante 
la glicólisis y el cioto del acido citrico rinde un total de cuatro moleculas de ATP P 
diez moleculas de NADH, y dos moleculas de FADH 2 {vease Cap, 2). Los electro- 
nes del NADH y del FADH, son transferidos despues al oxigeno molecular, lo cual 
esta acoplado a la formación de 32 a 34 moleculas adicionales de ATP mediante la 
fosforilación oxidafiva, El transporte de electrones y la fosforilación oxidativa son 
actividades criticas de los complejos de las proteinas de la membrana mitocondrial 
interna, que puede considerarse como la fuente prlncipaf de energia celular. 

Cadena de transporte de electrones 

Durante la fosforilación oxidativa los electrones derivados del NADH y FADH 2 
se combinan eon el 0 2 , y la energia liberada de estas reacctones de oxidación/- 
reducción es utilizada para dirigir la sintesis de ATP a partir del ADP. La transfe- 
rencia de electrones desde el NADH al 0 2 es una reacción que desprende mu- 
cha energia, eon una AG = “-52,5 kcal/mot por cada par de electrones 
transferidos. Para poderse utilizar, esta energia debe producirse graduaimente, 
mediante el paso de los electrones a traves de una serie de transportadores que 
constituyen la cadena de transporte de electrones. Estos transportadores es- 
tan organizados en cuatro complejos en la membrana mitocondrial interna. Un 
quinto complejo de proteinas sirve despues para acoplar las reacciones del 
transporte de electrones, productoras de energia, a la sintesis de ATP. 

Los electrones del NADH entran en la cadena de transporte de electrones en el 
complejo I, constituido aproximadamente por 40 cadenas polipepiidicas (Fig. 10.8) 
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El compiejo IV transfiere 
los electrones al oxfgeno 
molecular 


Figura 10.8 

Transporte de electrones desde el NADH. 


CEtoso! 


Los electrones se trans¬ 
fieren a contlnuación al 
citocromo c, una proteina 
periferica de membrana, 
que transporta los 
electrones al compiejo IV 


Las transferencias de electrones en los 
complejos I, III y IV llevan asociadas una 
disminución de la energia librę, que se 
utiliza para bombear protones desde fa 
matriz hasta el espacio i n terme mb rana. 
Esto establece un gradiente de protones 
a travśs de la membrana interna. La 
energia almacenada en el gradiente de 
protones se utiliza a continuación para 
dirigir ta smlesis de ATP, a medida que se 
produce un flujo de retomo de los 
0) protones a la matriz a travśs dei compiejo V 


Espaao 

intermembrana 


2(H + j+ 1/2 0 2 


Los electrones despues 
se transfieren al coenzima 
Q r que lleva los electrones 
por la membrana hasta 
el compiejo III 


Los pares de electrones 
entran en la cadena de 
transporte de electrones 
en el compiejo I, 
procedentes del MADH 


Matriz 




Estos electrones primero se transfieren desde el NADH a un mononudeótido de 
flavina, y despues, a traves de un transportador de hierro-azufre, a la coenzima Q 
—un proceso que desprende energia eon una AG ' = -16,6 kcal/mol—. La coen¬ 
zima Q (tambien denominada ubiquinona) es una molecula pequeńa, fiposolu- 
ble, que transporta los electrones desde el compiejo I, a traves de la membrana, 
hasta el compiejo III, que esta constituido aproximadamente por 10 polipeptidos. 
En el compiejo III los electrones se transfieren desde el citocromo bal citocromo c 
—una reaccion que libera energia eon una AG f = -10,1 kcal/moi—. El citocro- 
mo c, una proteina de membrana periferica, unida a la cara externa de la mem¬ 
brana interna, transporta a continuación los electrones al compiejo IV (citocromo 
oxidasa), donde finalmente son transferidos al 0 ? (AG = -25,8 kcal/mol). 

Un compiejo de proteinas diferente (compiejo II), constituido por cuatro poli- 
peptidos, recibe los electrones del succinato, que es un producto intermediario 
del ciclo del acido cftrico (Fig, 10,9), Estos electrones son transferidos al 
FADH 2 , en lugar de al NADH, y despues a la coenzima Q. Desde la coenzima Q 
los electrones se transfieren al compiejo lity despues al compiejo IV, como ya 
se ha descrito. A diferencia de la transferencia de electrones desde el NADH a la 
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Citosol 



coenzima Q en el complejo L la transferencia de electrones desde el FADH 2 a 
la coenzima Q no lleva asociada una disminución significativa de ta energia 
librę, por lo que no esta acoplada a la sintesis de ATP, Por lo tanto, el paso de 
los electrones derivados def FADH 2 a traves de la cadena de transporte de 
efectrones solo rinde energia librę en los complejos III y IV. 

La energia librę derivada del paso de electrones a traves de los complejos I, 
III, y IV se obtiene al acoplarse eon la sintesis de ATP. Es importante destacar 
que el mecanismo por el que la energia derivada de estas reacciones de trans- 
porte de electrones se acopla a fa sintesis de ATP, es fundamentalmente dife- 
rente de la sintesis de ATP durante la glicólisis o el ciclo del acido cftrico. En 
estos ultimos, un fosfato rico en energia se transfiere dlrectamente al ADP des- 
de otro sustrato, en una reacción que libera energia. Por ejemplo, en la reacción 
finał de la glicólisis, el fosfato rico en energia del fosfoenolpiruvato es transferi- 
do a! ADP, dando lugar a piruvato mas ATP (vease Fig, 2,32). Esta transferen¬ 
cia directa de grupos fosfato de alta energia no tiene lugar durante el transporte 
de electrones. En su lugar, la energia derivada del transporte de electrones esta 
acoplada a la generación de un gradiente de protones a traves de la membrana 
mitocondria! interna. La energia potencial almacenada en este gradiente se ob¬ 
tiene mediante un quinto complejo proteinico que acopla el flujo, energetica- 
mente favorable, de los protones a traves de la membrana, a la sintesis de ATP. 

A capia m i en to q u i m iosmó fi co 

El mecanismo de acoplamiento del transporte de electrones a la generación de 
ATP. el acoplamiento guimiosmótico. es un ejemplo significativo de la rela- 
ción entre estructura y función en la biologia celular. La hipótesis del acopla- 



Figura 10.9 

Transporte de electrones desde el 
NADH Z1 Los efectrones procedentes del 
succinato entran en la cadena transporta- 
dora de electrones a traves del FADH 2 en 
el complejo II, A continuacrón son transfe- 
ridos al coenzima G y transportados a lo 
largo del resto de la cadena transportado- 
ra de electrones como se describió en la 
Figura 10.8. La transferencia de electro¬ 
nes desde e! FADH a a la coenzima Q no 
!leva asociada una disminución significati- 
va de la energia librę, por lo que en el 
complejo II no se bombean protones a tra- 
ves de la membrana. 
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miento quimiosmótico fue propuesta por primera vez en 1961 por Peter Mitchell, 
quien sugirió que el ATP se genera utilizando la energia almacenada en forma 
de un gradiente de protones a traves de las membranas biológicas, en lugar de 
por una transferencia quimica directa de grupos ricos en energia. Inicialmente, 
los bioquimicos fueron muy escepticos eon este planteamiento, y la hipótesis 
quimiosmótica tardó mas de una decada en ganar la aceptación generał de la 
comunidad cientifica. Sin embargo, eon el tiempo se acumuló una evidencia 
abrumadora a su favor, y actualmente el acoplamiento quimiosmótico se recono- 
ce como un mecanismo generał de generación de ATP, que interviene no solo en 
las mitocondrias sino tambien en los cloroplastos y en las bacterias, donde se ge¬ 
nera ATP mediante un gradiente de protones a traves de la membrana plasmatica. 

El transportede electrones a traves de los complejos I, III y iV esta acoplado 
al transporte de protones fuera del interior de la mitocondria {vease Fig. 10,8). 
Por lo tanto, las reacciones del transporte de electrones que liberan energia estan 
acopladas a la transferencia de protones desde ia matriz al espacio intermembra- 
na, lo que establece un gradiente de protones a traves de la membrana interna, 
Los complejos I y IV parece que actuan como bombas de protones, que tranfteren 
protones a traves de la membrana como consecuencia de cambios conformacio- 
nales inducidos por el transporte de electrones. En el complejo Ili, los protones 
son transportados a traves de la membrana mediante la coenzima Q, que acepta 
protones de la matriz en los complejos I y II y los libera en el espacio intermem- 
brana en el complejo III, Los complejos I y III transfieren cuatro protones cada uno 
a traves de ia membrana por cada par de electrones. En el complejo IV, por cada 
par de electrones se bombean dos protones a traves de la membrana y otros dos 
protones se combinan eon el 0 2 para formar H 2 0 en la matriz, Asi, en cada uno de 
estos tres complejos, se transporta fuera de la matriz mitocondrial et equivalente de 
cuatro protones por cada par de electrones, Esta transferencia de protones desde 
la matriz al espacio intermembrana desempeha el papel lundamental de convertir 
la energia derivada de las reacciones de oxidación/reducción del transporte de 
electrones en la energia potencial almacenada en un gradiente de protones. 

Debido a que los protones son particulas cargadas electricamente, la ener¬ 
gia potencial almacenada en el gradiente de protones es de naturaleza tanto 
electrica como quimica. El componente electrico corresponde a la diferencia de 
voltaje a traves de la membrana mitocondrial interna, siendo la matriz de la 
mitocondria negativa y el espacio intermembrana positivo. La energia librę co- 
rrespondiente viene dada por la ecuación 


&G = -FAV 


donde Fes la constante de Faraday y At/es el potencial de membrana. La 
energia librę adicional que corresponde a la diferencia en la concentración de 
protones a traves de la membrana, viene dada por la ecuación: 

donde [H + ], y [FP] 0 se refteren a la concentración de protones dentro y fuera de la 
mitocondria, respectivamente. 

En las celulas metabólicamente activas. los protones son bombeados fuera 
de la matriz de tal manera que e! gradiente de protones a traves de la membra¬ 
na interna corresponde aproximadamente a una unidad de pH, o a una concen¬ 
tración de protones en el interior de la mitocondria diez veces menor (Fig. 10.10). 
Por lo tanto, el pH de la matriz mitocondrial es aproximadamente 8, comparado 
eon el pH neutro (aproximadamente 7) del citosoi y del espacio intermembrana. 
Este gradiente tambien genera un potencial electrico de aproximadamente 
0,14 V a traves de la membrana, siendo la matriz negativa. Tanto el gradiente 
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Experimento clave 


Teoria quimiosmótica 


Acoplamiento de la fosforifación a la transferencia de electrones e 
hidrógeno mediante un mecanismo de tipo quimiosmótico 

Peter Mitchell 


University of Edinburgh, Edinburgh, Scotland 
Naturę, 1961, Yolume 191, pags. 144-148 


Contexto 

En los ahos 50 ya se habia 
establecido claramente q ue en la 
fosforilación oxidativa inten/enia la 
transferencia secuencial de 
electrones a traves de una serie de 
transportadores hasta el oxigeno 
molecular. Pero permanecia siendo 
un misteho cómo se convertia en 
ATP la energia derivada de estas 
reacciones de transferencia de 
electrones. Lo mós obvio era 
pensar que el ADR se convertia en 
ATP mediante la transferencia 
directa de grupos fosfato ricos en 
energia desde algun otrę 
intermediario, como se sabia que 
ocurria durante la glicóltsis, Asi, se 
postuló que se producfan 
intermediarios ricos en energia 
como consecuencia de las 
reacciones de transferencia de 
electrones, y que estos 


intermediarios posteriormente 
dirigfan la sintesis de ATP 
mediante la transferencia del grupo 
fosfato. 

La busqueda de estos 
intermediarios ricos en energia se 
convirtió en u no de los objetivos 
fundamentales de la investigación 
durante los ahos 50 y 60. Pero a 
pesar de muchas primicias falsas, 
no se encontraron tales 
intermediarios. Ademas, habia 
varios aspectos de la fosforilación 
oxidativa que eran dificiles de 
encajar eon la hipótesls ortodoxa 
de que la sintesis de ATP estaba 
dirigida simplemente por la 
transferencia de un grupo fosfato. 
Concretamente T la fosforilación 
estaba estrechamente asociada a 
las membranas y se inhibia por 
diversos compuestos que aiteraban 
la estructura de la membrana. 


Estas eonsideraciones llevaron a Peter 
Mitchell a proponer un mecamsmo 
fundamentaimente diferente de 
acoplamiento energetico, en el que la 
sintesis de ATP estaba dirigida por un 
gradienfe ełectroguimico a traves de 
una membrana en lugar 
de por los intermediarios ricos en 
energia buscados por otros 
investigadores. 

Experimentos 

La propuesta fundamental de la 
hipótesis quimiosmótica era que el 
«intermediario» que acoplaba el 
transporte de electrones a la sintesis de 
ATP era un gradiente electroquimlco de 
protones a traves de la membrana, 
Mitchell postuló que tal gradiente estaba 
producido por el transporte de 
electrones, y que el flujo retrógrado de 
los protones a traves de la membrana en 
la dirección energeticamente favorable 
se acoplaba a la sintesis de ATP (vease 
el grafico), 

La hipótesis del acoplamiento 
quimiosmótico explicaba claramente la 
falta de exito en la identificación de un 
intermediano quimico rico en energia. 


Figura 10.10 

Naturaleza electroquimica del gradien¬ 
te de protones, Debido a que los proto¬ 
nes estan eargados positiyamente, el gra¬ 
diente de protones que se establece a 
travśs de la membrana mitocondrial inter¬ 
na tiene un componente tanto quimico 
como electrico, El componente quimico es 
el gradiente de la concentración de proto¬ 
nes, o de phi, que se corresponde eon una 
concentración de protones aproximada- 
mente diez veces superior en el lado cito- 
sóiico de la membrana mitocondrial inter¬ 
na (una diferencia de una unidad de pH). 
Ademas, hay un potenciai electrico a tra- 
ves de la membrana, debido al ineremen- 
to neto de la carga positiva en el lado cito- 
plasmico. 
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Teoria quimiosmótica (continuación) 



Representación de Mitchell del acoplamien- 
to quimiosmótico entre un sistema de trans- 
porte de electrones (en la parte superior) y 
un sistema generador de ATP (en la parte 
interior) en una membrana (M) que dęli mi ta 
una fasę acuosa L en un medio acuoso R, 


as i como el hecho de que se 
necesitaran las membranas 
intactas para la sintesis de ATP. Es 
mas, fue un concepto radical que 
se enfrentó al dogma bioguimico de 
la epoca, En uno de los ultimos 
parrafos del artieulo de 1961 f 
Mitchell asumió una visión filosóftca 
de su propuesta revolucionana: 

En tas ciencias exactas x causa y 
efecto no son mas que 
a contecimien tos secuendales . 

Aciuałmente los bioquimicos 
aceptan la idea de que el 
metabolismo es la causa de i 
transporte de membrana. La 
tesis subyacente a la hipćtesis 


formulada aqut es que si los 
procesos que llamamos 
metabolismo y transporte 
representan acontecimientos en 
una secuencia , el metabolismo 
no solo puede ser la causa del 
transporte sino que tambien el 
transporte puede ser la causa del 
metabolismo. 

Im pac to 

La hipćtesis de Mitchell fue acogida 
eon escepticismo y fue objęto de un 
agrio debate durante mśs de una 
decada. Sin embargo, la gran 
cantidad de evidencias que 
apoyaban esta hipćtesis, obtenidas 
por Mitchell y sus colaboradores 
asf como por otros investigadores, 
finalmente condujeron a la 
aceptación generał de la hipćtesis 
ąuimiosmótica —conocida a paśli r 
de entonces como teoria 
quimiosmótica. Ahora es aceptada 
no solo como la base para la 
generación de ATP durante la 
fosforiiación oxidativa y la 
fotosintesis en bacterias, 
mitocondrias y doroplastos, sino 
tambien para ef transporte 
dependiente de energia de 
diversas moleculas a traves de las 
membranas celulares. 

El trabajo de Mitchell fue 
reconocido eon el Premio Nobel en 
1978. La conferencia que 
pronundó en asa ocasión 
comenzaba de la siguiente manera: 
Aungue me hubiera 



Peter Mitchell 


gustado que el fundamento 
guimiosmótico del metabolismo 
vectorial y de la transferencia de 
energia hiológica ifegara a ser 
algun dia generalmente aceptado , 
hubiera sido presuntuoso por mi 
parte esperar que eso ocurriera. 
iNo fue Max Planckquien comentć 
que una idea cientffica nueva no 
triunfa porque convence a sus 
oponentes, sino porque sus 
oponentes se acaban muriendo? El 
hecho de que io que empezć 
flamandose la hipótesis 
guimiosmótica haya sido ahora 
proefamado como la teoria 
quimiosmótica ... me ha 
sorprendido y me ha encantado , 
particularmente porque aquelłos 
que fueron anteriormente mis 
oponentes mas competentes aun 
estan en la etapa mas importante 
de sus vidas cientificas. 


de pH como el potencial electrlco dirigen el flujo de protones desde el citosol de 
vuelta a la matriz, por lo que su combinación supone un gradiente electroqui- 
mico a traves de la membrana mitocondrial interna, eon una AG correspondien- 
te de alrededor de -5 kcal/mol por proton. 

Debido a que la bicapa fosfclipidica es impermeable a Sos iones, los proto¬ 
nes solo pueden atravesar la membrana a traves de un canal de proteinas. Esta 
restriedón permite aprovechar la energia del gradiente electroquimico y que sea 
convertida en ATP, mediante la acción del qutnto complejo que interviene en la 
fosforiiación oxidativa, el complejo V, o ATP sintetasa (vease Fig. 10.8). La ATP 
sintetasa esta constituida por dos componentes estructuralmente diferentes, F 0 y 
F,, que estan unidos por un talio estrecho (Fig. 10.11). La porción F 0 atraviesa la 
membrana interna y proporciona un canal a traves del cual los protones fluyen de 
vuelta desde el espacio infermembrana a la matriz El retomo energeticamente 
favorab!e de los protones a ia matriz esta acoplado eon Sa sintesis de ATP me¬ 
diante ta subunidad F v que cataliza ia sintesis de ATP a partir de ADP e iones 
fosfato (P,). Estudios estructurales detallados han establecido el mecanismo de 
acción de la ATP sintetasa, que implica el acopJamiento mecanico entre las subu- 
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Figura 10.11 

Estructura de la ATP sintetasa. La ATP sintetasa mitocondriaf (complejo V) esta consti- 
tuida por dos subunidades. F 0 y que estan unidas por un tal to estrecho. F 0 atraviesa la 
bicapa lipidica, formando un canal a traves del cual los protones pueden atravesar la 
membrana. F t aprovecha la energia librę deriuada del flujo de protones a favor del gra¬ 
diente electrcgufmico, catalizando la sintesis de ATP. 


nidades F 0 y F,. Concretamente, el flujo de protones a traves de F 0 determina la 
rotación de F, que actua como un motor de rotación que dirige la sintesis de ATP. 

Parece que se requiere el flujo de vuelta a traves de la membrana de cuatro 
protones a traves de F 0 para dirigir la sintesis de una molecula de ATP por F tt lo 
que concuerda eon que cada una de las transferencias de protones en los com- 
plejos I III y IV. contribuye eon la suficiente energia librę al gradiente de proto¬ 
nes como para dirigir la sintesis de una molecula de ATP. De esta manera, la 
oxidación de una molecula de NADH da fugar a la sintesis de tres moleculas de 
ATP, mientras que la oxidación de FADH 2 , que entra en la cadena de transporte 
de electrones en el complejo II, genera solo dos moleculas de ATP. 


Transporte de metabolitos a traues de la membrana interna 


Ademas de dirigir la sintesis de ATP, la energia potencial almacenada en el 
gradiente electroguimico dirige el transporte de moleculas pequeńas dentro y 
fuera de la mitocondria, Por ejemplo, el ATP sintetizado en las mitocondrias 
tiene que ser exportado al citosol, mientras que el ADR y el P fJ tienen que ser 
importados desde el citoplasma para que continue la sintesis de ATP. El gra¬ 
diente electroqufmico generado por ei bombeo de protones proporciona ta ener¬ 
gia requerida para el transporte de estas moleculas y de otros metabolitos que 
se necesitan en las mitocondrias (Fig. 10.12). 

El transporte de ATP y ADP a traves de la membrana interna esta mediado 
por una proteina integral de membrana, el transportador de nucleótidos de ade¬ 
nina, que transporta una molecula de ADP af interior de la mitocondria a cambio 
de una molecula de ATP transferida desde la mitocondria al citosol. Debido a 
que el ATP tiene una carga negativa mayor que el ADP (-4 en comparación eon 
-3), este intercambio esta dirigido por el componente electrico del gradiente 
electroquimico, Puesto que el gradiente de protones establece una carga positi- 
va en el lado citosólico de la membrana, el intercambio de ATP por ADP es 
energetieamente favorable, 

Ademas de ADP, la sintesis de ATP en la mitocondria tambien requiere 
iones fosfato (P,) t por lo que tambien debe importarse P r desde el citoplasma. 
Esto lo realiza otrą proteina transportadora de membrana, que importa fosfato 
(H 2 P0 4 ) y exporta iones hidroxilo (OH ). Este intercambio es electricamente 
neutro porque tanto los iones fosfato como los iones hidroxilo tienen una carga 
de -1. Sin embargo, el intercambio esta dirigido por el gradiente de la concen- 
tración de protones; el pH mas elevado en el interior de las mitocondrias se 
corresponde eon una mayor concentración de iones hidroxilo, lo que favorece 
su translocación al lado citosólico de la membrana. 

La energia del gradiente electroquimico se utiliza de forma similar para din- 
gir el transporte de otros metabolitos al interior de fas mitocondrias. Por ejern- 
pfo, el transporte de piruvato desde el citoplasma (donde se produce por la 
glicólisis) al interior de la mitocondria esta mediado por un transportador que 
intercambia piruvato por iones hidroxilo. Otros intermediarios del ciclo del acido 
citrico son capaces de ir y venir entre las mitocondrias y el citosol mediante 
mecanismos de intercambio similares. 
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Figura 10. 12 

Transport© de metabolitos a traves de 
la membrana interna mitocondrial. El 

transporte de moleculas pegueńas a traves 
de la membrana interna mitocondrial esta 
mediado por p rotę i nas transportadoras 
que atraviesan la membrana y esta dirigido 
por el gradient© electroqu<mico. Por ejem- 
plo, el ATP es exportado desde las mito¬ 
condrias al citosol median te un transport a- 
dor que lo tntercambia por ADP. EJ 
componente electrico del gradiente elec- 
troquimico dirige este intercambio: et ATP 
tiene una mayorcarga negativa (-4) que ef 
ADR (-3) r por lo que el ATP es exportado 
desde la matriz mitocondrial al citosol 
mientras que e! ADP es importado a la mi- 
tocondria. Por el conlrario, el transporte de 
fosfato (P) y de piruvato esta acoplado a un 
intercambio de lones hidroxilo (OH ); en 
este caso el componente de pH del gradien¬ 
te electroquimico dirige la exportación de 
iones hidroxilo, acoplada al transporte de P, 
y piruvato al interior de las mitocondrias. 


Cloroplastos y otros plastidos 

Los cloroplastos r los orgśnulos responsables de la fotosintesis, son simitares 
a las mitocondrias en muchos aspectos. Tanto los cloroplastos como las mito¬ 
condrias tienen como función generar energia metabólica, evolucionaron me¬ 
dianie endosimbiosis, contienen su propio sistema genetico, y se replican por 
división. Sin embargo, los cloroplastos son mas grandes y mas complejos que 
las mitocondrias, y desempeńan varias tunciones criticas ademas de generar 
ATP. Los cloroplastos son responsables de la conversión fotosintetica de CCL 
en carbohidratos. Ademas, los cloroplastos sintetizan aminoacidos, acidos gra- 
sos, y los componentes lipidicos de sus propias membranas. En los cloropastos 
tambien tiene lugar la reducción de nitrito {NO ? ") a amoniaco (NH 3 ), una etapa 
esencial en la incorporadón de mtrógeno a los compuestos organicos. Es mas, 
los clo roplastos son solo u no de los diferentes tipos de organ u los relacionados 
(plastidos) que desempeńan diversos papeles en las celuias vegetales. 

Estructura y fmtción dc los cloroplastos 

Los cloroplastos de las plantas son organutos grandes {5 a 10 ;;m de longitud) 
que t como las mitocondrias, estan delimitados por una dobie membrana deno- 
minada la envuelta del cloroplasto (Fig, 10.3). Ademas de las membranas inter¬ 
na y externa de la envuelta, los cloroplastos tienen un tercer sistema de mem¬ 
branas interno, denominado la membrana del tilacoide. La membrana del 
tilacoide forma una red de discos aplanadosdenominadostilacoides, que sue- 
len estar organizados en apilamientos denominados grana, Debido a esta es¬ 
tructura de membrana triple, la organizactón interna de los cloroplastos es mas 
complejague la de las mitocondrias. Concretamente, sus tres membranas divL 
den a los cloroplastos en tres compartimentos internos diferentes: {1) el espacio 
intermembrana entre las dos membranas dola envoltura del cloroplasto; (2) el 
estroma, que se dispone dentro de la envuelta pero por fuera de la membrana 
del tilacoide; y (3) la luz del tilacoide. 

A pesar de su mayor complejidad, las membranas de los cloroplastos tienen 
similitudes funcionales claras eon las de las mitocondrias —como era de esperar, 
dado el papel de ambos organulos en la generación guimiosmótica de ATP—, 
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Espacio intermembrana 


Estroma 


Figura 10.13 

Estructura de un cloroplasto. Ademas de las mem- 
branas interna y externa de la envuelta, los cloroplas- 
tos contienen un tercer sistema de membranas inter- 
nas; la membrana del tiiacoide. Estas membranas 
dMden a los cloroplastos en tres compartimentos in- 
ternos. (Microfotografla electrónica por E.H. Newcom- 
be/Biological Photo Sen/ice,} 


Membrana 

j—i I ł ■ I !..dr—I r*%. 


2 ;cm 


Luz del 
tiiacoide 


La membrana externa de la envuelta del cloroplasto, como la de la mitocondria, 
contiene porinas y por tanto es permeable a las moleculas pequeńas, Por el 
contrario, la membrana interna es impermeabfe a iones y a metabolitos, que 
solo podran entrar en los cloroplastos a traves de transportadores especificos 
de membrana. Estas propiedades de las membranas interna y ex.terna de la 
envuelta del cloroplasto son similares a las de las membranas interna y externa 
de las mitocondrias: en ambos casos la membrana interna restringe el paso de 
moleculas entre el citosol y el interior del organulo. El estroma del cloroplasto 
tambien equivale funcionalmente a la matriz mitocondriaf: contiene el sistema 
genetico del cloroplasto y diversas enzimas metabólicas, incluyendo las respon- 
sables de la conversión cntica de C0 2 en carbohidratos durante la fotoslntesis. 

La principal diferencia entre los cloroplastos y las mitocondrias, tanto en ter- 
minos de estructura como de función, es la membrana del tiiacoide, Esta mem¬ 
brana tiene una importancia fundamental en los cloroplastos, donde realiza el 
papę! de la membrana mitocondrial interna en el transporte de electrones y en la 
generación quimiosmótica de ATP (Fig. 10.14). La membrana interna de la en- 
vueifa del cloroplasto (que no esta plegada en crestas) no participa en la foto- 
sfntesis. En su iugar, el sistema de transporte de electrones del cloroplasto se 
localiza en la membrana del tiiacoide, y los protones son bombeados a trave$ 
de esta membrana desde el estroma hacla la luz del tiiacoide. El gradiente elec- 
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Figura 10.14 

Generación quimiosmótica de ATP en 
los cloroplastos y en las mitocondrias. 

En las mitocondrias, el transporte de elec- 
trones genera un gradiente de proton es a 
traves de la membrana interna, que se uli- 
liza para dirigir la sintesis de ATP en la 
matriz. En los cloroplastos, el grabienie de 
protones se genera a traves de la mem¬ 
brana del tilacoide y se utiliza para dirigir 
la sintesis de ATP en el estroma. 



Cloroplasto 


\ 

Membrana 
del tilacoide 


Luz del 
tilacoide 


troquimico resultante dirige la sintesis de ATP a medida que los protones retor- 
nan hacia el estroma. Por lo tanto, en cuanto a su papel en la generación de 
energia metaboltca, la membrana del tilacoide de los cloroplastos equivale a la 
membrana interna de las mitocondrias. 

Genomu del cloroplasto 

Al igual que las mitocondrias, los cloroplastos contienen su propio sistema gene- 
tico, lo que refleja su origen evolutivo a partir de bacterias fotosinteticas. El geno- 
ma de los cloroplastos se parece al de las mitocondrias en que esta constituido 
por moleculas de ADN circular presentes en multiples copias en cada organulo. Sin 
embargo, el genoma de los cloroplastos es mas grandę y mśs complejo que el de 
ias mitocondrias, oscilando entre 120 y 160 kb y eon un contenido aproximado de 
150 genes. 

Se ha seeuenciado el genoma de los cloroplastos de varlas plantas, lo que 
ha permitido identificar muchos de los genes presentes en el ADN de este orga- 
nulo. Estos genes codifican tanto ARNs como proteinas que intervienen en la 
expresión genica, asi como varias proteinas implicadas en la fotosintesis (Ta- 
bia 10.2}. Tanto los ARNs rtbosómicos como los de transferencia utilizados 
para la traducclón de los ARNm del cloroplasto son codificados por el genoma 
del organulo. Estos inctuyen cuatro ARNr (23S, 16S, 5S, y 4,5S) y 30 especies 
de ARNt. A diferencia de lo que ocurria eon el menor numero de ARNt codifica¬ 
dos por e! genoma mitocondriai P los ARNt del cloroplasto son suficientes para que 
se traduzcan todos los codones del ARNm segun el código genetico universaL 
Ademas de estos componentes de ARN del sistema de traducción, el genoma del 
cloroplasto codifica alrededor de 20 proteinas ribosómicas, que representan 
aproximadamente un tercio de las proteinas de los ribosomas del cloroplasto, 
Algunas subunidades de la ARN polimerasa tamblśn son codificadas por los clo- 
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TABLA 10.2. Genes codificados por el ADN del cloroplaslo 


Función 

Niimero de genes 

Genes para el aparat o genetico 


AR Nr (238.168,53, 4,5S) 

4 

ARNl 

30 

Proteinas ribosómicas 

21 

Subunidades de la ARN poi ime rasa 

4 

Genes para ta fotosintesis 


Fotos istema 1 

5 

Fotos istema M 

12 

Complejo del citocromo bf 

4 

ATP sintetasa 

6 

Ribulosa bifosfato carboxilasa 

1 


Los analisis de la secuencia indican que b! genoma de los cloropfastos contiene otros 30 genes ademas de los 
enumerados aquf. Ałgunos de estos codilican protein as implicadas en Ea respiracidn. pero la mayoria permanecen 
sin ser identiticados. 


roplastos, aunque otros factores y subunidades adicionales de la ARN polimera- 
sa necesarios para la expresión genetica del cloroplasto se codifican en el nucleo. 

El genoma del cloroplasto tambien codifica aproximadamente 30 proteinas 
que intervienen en la fotosmtesis, incluyendo componentes de los fotosistemas 
I y II, componentes del complejo del citocromo bt y componentes de la ATR 
sintetasa. Ademas, una de las subunidades de la ribulosa bifosfato carboxilasa 
(rubisco) esta codificada por el ADN dei cloroplasto. Rubisco es la enzima crfth 
ca que cataliza la adición de CO g a la ribulosa- 1 t 5-bifosfato durante el ctclo de 
Calvin (vease Fig. 2.39). No solo es el principal componente de las proteinas del 
estroma del cloroplasto, sino que tambien se considera que es la proteina mas 
abundante de la Tierra, por lo que resuita notable que una de sus subunidades 
este codificada por el genoma del cloroplasto. 

Internalización t/ distribución de las proteinas del cloroplasto 

Aunque los cloroplastos codifican mas proteinas propias que las mitocondrias. 
alrededor de 3.500 o el 95 % de las proteinas del cloroplasto las codifican los genes 
nucleares Como ocurre en las mitocondrias, estas proteinas son sintetizadas en 
los ribosomas citosólicos y despues pasan al interior del cloroplasto como cade- 
nas polipeptfdicas completas. Acontinuación han de distribuirse a su localización 
apropiada en el cloroplasto —una tarea mas complicada incluso que la distribu- 
ctón de las proteinas en las mitocondrias, ya que fos ctoroplastos contienen tres 
membranas separadas que los divide en tres compartimentos internos distintos. 

Las proteinas son dirigidas para entrar en los cioroplastos medianie unas 
secuencias NTerminales de 30 a 100 aminoacidos denominadas peptidos de 
transito, que dirigen el transporte de las proteinas a traves de las dos membra- 
nas de la envoltura del cloroplasto, y que despues son eliminadas mediante 
escisión proteolitica (Fig. 10,15). Un complejo guia reconoce inicialmente a los 
peptidos de transito y los dirige al complejo de translocación del miembro exter- 
no del cloroplasto (el complejo Toe), donde se unen al receptor Tool 59. A 
diferencia de las presecuencias para la internalización mitocondrial, los pepti¬ 
dos de transito no estan cargados positivamente y la membrana interna del 
cloroplasto no posee un fuerte potencial electrico. La internalización de cloro- 
plastos requiere moleculas Hsp70 para mantener a la pre-proteina en su estado 
sin plegar Ademas, las moleculas Hsp70 estan unidas al complejo Toc donde 
dirigen la internalización de proteinas mediante la hidrólisis de ATP. Al menos 
una proteina Toc, Toc34. une GTP t y la hidrólisis de GTP puede proporcionar 
una fuente adicional de energia para la translocación. 

Una vez que se han transportado las pre^proteinas a traves del complejo 
Toc, son transferidas al complejo de translocación de la membrana interna (el 
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Figura 10,75 

Internalización de protemas al estroma 
del cloroplasto. Las protemas eon pepti- 
dos de transito N-terminales son reconoci- 
das por un complejo guia que las dirige al 
compiejo Toc, en la membrana externa 
del cloroplasto. El peptido de transito se 
une en primer lugar a Tool 59, que se aso- 
cia eon Hsp70 f antes de pasar al poro de 
Internalización Toc75. El paso a travśs de 
la membrana externa tambien requiere la 
hidrólisis de ATP por Hsp7G presente en 
el espacio intermembrana, y posiblemen- 
te la hidrólisis de GTP por parte de Toc34 r 
Una vez que ha atravesado la membrana 
extema del cloroplasto, el peptido de tran¬ 
sito pasa al complejo Tic en la membrana 
interna. La pre-proteina es arrastrada a 
traves del complejo Tic por la acción de 
HsplOO. En el estroma, el peptido de tran¬ 
sito es eliminado por la peptidasa proce- 
sadora estroma! (SPP) del cloroplasto y la 
proteina interacciona eon Hsp70, 


complejo Tic) y transporladas a traves de la membrana interna al estroma. Al 
igual que los complejos Toc, Tom y lim, Tic es un complejo multiprotelna eon 
uno o mas canales proteicos. Sin embargo, se conoce poco sobre las protemas 
especificas, quiza$ porque hay mas de un tipo de complejo Tic. Una chaperona 
de la familia Hspl 00 (otrą familia de chaperonas ademas de las familias Hsp60, 
HspZO y Hsp90 estudiadas en el Capitulo 7) esta asociada eon el lado estromal 
del complejo Tic. Esta HsplOO del cloroplasto actua para arrastrar a la pre- 
proteina a traves de la membrana interna. En el estroma, el peptido de transito 
es escindido por una peptidasa procesadora estromal (SPP: stromaI Pro¬ 
cessing peptidase), y la proteina se asocia eon las chaperonas Hsp70 estro- 
maies. Al igual que en la matriz mitocondriaL aigunas protemas que permane- 
cen en el estroma completan su plegamiento en el interior de una chaperonina 
Hsp60. 

Se conoce poco sobre como las protemas se dirigen a las membranas exter- 
na o interna del cloroplasto. Al igual que en la mitocondna. aigunas protemas se 
insertan directamente en la membrana extema de la envuelfa del cloroplasto. 
Del mismo modo, aigunas protemas destinadas a la membrana del tilacoide se 
insertan directamente en la membrana despues de plegarse en el estroma. 

Las protemas que deben incorporarse en el lumen del tilacoide se transpor- 
tan a su destinoen dos pasos. En primer lugar son internalizadasen el estroma, 
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Figura 10.16 

mternalización de proteinas en el lu¬ 
men del tilacoide. Existen tres tipos dife¬ 
rentes de complejos de membrana que 
tansfieren proteinas desde el estroma al 
lumen del tilacoide Las proteinas sin ple- 
gar se asocian eon la Hsp70 estromal y 
son dirigidas a cada complejo por seńales 
N-terminales especificas. Un complejo no 
requiere un gradiente de protones a tra- 
vśs de la membrana del tilacoide. mień- 
tras que un segundo complejo sl Un ter- 
cer complejo reconoce una particula de 
reconocimiento de la seńal estromal, que 
se une a algunas proteinas que se sinteti- 
zaron en el citosol, ademas de proteinas 
que fueron tmducidas en cromosomas del 
cl o ro piasto. 
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como se ha descrito previamente, y a continuactón dirigidas para su transloca- 
ción a traves de la membrana del tilacoide por una segunda secuencia serial. 
Las proteinas se translocan al lumen del tilacoide a traves de tres complejos de 
transiocación diferentes (Fig. 10.16). Un complejo de transiocación es indepen- 
diente del gradiente de protones existente a traves de la membrana tilacoidea, 
mientras que otro requiere un gradiente de protones. Las proteinas se dirigen al 
tercer complejo de transiocación por una particula de reconocimiento de la se~ 
ńal estromal, que tambien reconoce proteinas codificadas por el genoma del 
cloroplasto y traducidas sobre los ribosomas del cloroplasto. 

Otros plastidos 

Los cloroplastos son solo uno de los miembros, aungue el mas importante. de 
una familia mas amplia de organulos vegetales denominados plastidos. Todos 
los plastidos contienen el mismo genoma que los cloroplastos, pero se diferen- 
cian tanto en la estructura como en la función. Los cloroplastos estan especiali- 
zados para la fotosintesis y son unicos al contener el sistema interno de mern- 
branas del tilacoide. Otros plastidos. que intervienen en diversos aspectos del 
metaboiismo de la celula vegetaL estan delimitados por las dos membranas de 
la envuelta del plastido pero carecen de las membranas del tilacoide y de otros 
componentes del aparato fotosintetico, 

Los diferentes tipos de plastidos se suelen clasrficar en función de los tipos 
de pigmentos que contienen, Los cloroplastos se denominan asi porque contie¬ 
nen clorofila. Loscromoplastos (Fig, 10.17A) no tienenclorofila pero contienen 
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Figura 10,17 

Microfotografias electrónicas de cromoptastos y amiloplastos. (A) Los cromoplas- 
tos contienen gotitas de lipidos donde se almacenan carotenos, (B) Los amiloplastos con- 
tienen granulos grandes de almidón. 


carotenos; son responsables de los colores amarillo, naranja y rejo de algunas 
flores y frutas, aungue no esta clara su función conereta en el metabolis¬ 
mo celular. Los teucoptastos son plastidos no pigmentados que almacenan 
diversas fuentes de energia en los tejidos no fotosinteticos. Los amiloplastos 
(Frg. 1G.17B) y los elaiopfastos son ejemplos de ieucoplastos que almacenan 
afmidón y lipidos, respectivamente, 

Todos los plastidos, incluidos las cloroplastos, proceden de los proplasti- 
dos, organulos pequeńos (0,5 firr\ a 1 //m de diametro) e indiferenciados, pre- 
sentes en las celulas en división de las raices y brotes de las plantas, Los pro- 
piastidos posteriormente dan lugar a los diversos tipos de plastidos maduros, 
en función de fas neeesidades de las celulas diferenciadas. Ademas, los plasti¬ 
dos maduros son capaces de cambiar de un tipo a otro Por ejemplo, los cromo- 
plastos se desarrollan a partir de los doroplastos durante la maduración de la 
truta {p. ej. t los tomates). Durante este proceso se descomponen la clorofila 
y la membrana del filacoide, mientras que se sintetizan nuevos tipos de caro¬ 
tenos. 

Una caracteristiea interesante de los plastidos es que su desarrollo esta 
controfado por seńales ambientales y por programas intrinsecos de diferencia- 
ción celular. Por ejemplo, en las celulas fotosinteticas de las hojas, los proplasti- 
dos dan lugar a los cloroplastos (Fig. 10.18}. Durante este proceso la membra¬ 
na del tilacoide se origina por gemación de vestculas a partir de la membrana 
interna de la envoltura del plastido, y se sintetizan y ensamblan los diferentes 
componentes del aparato fotosintetico. Sin embargo, los cloroplastos solo se 
desarrollan en presencia de luz. Si las plantas se mantienen en la oscuridad, el 
desarrollo de los proplastidos en las hojas se detiene en un estado intermedio 
(denominado etioplasto), en el que se ha formado una estructura semiensta- 
lina de membranas internas tubulares pero no se ha sintetizado clorofila 
(Fig. 10.19). Si las plantas que han crecido en la oscuridad se exponen poste- 
rsormente a la luz, los etiopiastos continuan su desarrollo hasta cloroplastos. 
Hay que destacar que este dobie control del desarrollo de los plastidos implica 
la expresión coordinada de genes en los genomas del plastido y nuclean Los 
mecanismos responsables de esta expresion genica coordinada se descono- 
cen por completo, y su esciarecimiento representa un desafio en la biologia mo- 
lecuiar de las plantas. 
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Figura 10.18 

Desarrollo de los cloropiastos. Los c!o- 
roplastos se desarrollan a partir de los 
proplastidos en las celulas fotosinteticas 
de las hojas. Los proplastidos contienen 
solo las membranas interna y externa de 
la envo!tura; la membrana del tilacoide se 
forma por gemación de vesiculas a partir 
de la membrana interna durante el desa¬ 
rrollo del cloroplasto, Si la planta se man- 
tiene en la oscundad, el desarrollo de los 
cloropiastos se detlene en un estadio in- 
termedio (etioplastos), Los etioplastos no 
tienen clorofila y contienen unas estructu- 
ras semicristalinas de membranas tubula- 
res. En presencia de luz, continuan su de¬ 
sarrollo hacia cloropiastos. 
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Figura 10.19 

Microfotografia electrónica de un etio- 
ptasto. (John N. A. Lott/Biofogical Photo 
ServiceJ 


Fotosintesis 

Durante la fotosintesis se obtiene la energia de la luz solar y se utiliza para dirigir 
la smtesis de glucosa a partir de C0 2 y H 2 0, A) convertir la energia de la luz solar 
en una forma utilizable de energia potencial guimica, la fotosintesis es la fuente 
fundamental de energia metabófica para todos los sistemas biológicos. La foto- 
smtesis se realiza en dos fases distintas. En las reacciones de la fasę lumfnica, la 
energia de la luz solar dirige la smtesis de ATP y NADPH, acoplada a la forrrna- 
ción de 0 ? a partir del H P 0. En las reacciones de la fasę oscura, denominadas asi 
porque no requieren luz solar, ef ATP y el NADPH producido en la fasę luminica 
dirigen la smtesis de glucosa. En las celulas eucariotas, tanto la fasę luminica 
como la fasę oscura de la fotosintesis tienen lugar en los cloropiastos —las reac¬ 
ciones de la fasę luminica en la membrana tilacoidal y las reacciones de la fasę 
oscura en el estroma. En esta sección se tratan las reacciones de la fasę luminica 
de la fotosintesis, que estan retacionadas eon la fosforifación oxidativa en la mito- 
condria. Las reacciones de la fasę oscura se trataron en detalie en el Capitulo 2, 

FI u jo de e lec tron es a traves de los fotosistemas l y 11 

La luz solar es absorbida por los pigmentos fotosinteticos, siendo las clorofilas 
los pigmentos mas abundantes en las plantas. La absorción de la luz excita un 
electrón a un estado energetico mas elevado f convirtiendo asi la energia de la 
luz solar en energia guimica potencial. Los pigmentos fotosinteticos estan orga- 
nizados en fotocentros en la membrana del tifacoide, cada uno de los cuales 
contiene cientos de moleculas de pigmento (Fig, 10.20), Las numerosas mole- 
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Figura 10.20 

Organización de un fotocentro. Gada 
fotocentro esta constituido por cieńtos de 
antenas de moleculas de pigmentos, que 
absorben los foton es y transfieren energia 
a la clorofila del centro de reacción. La do- 
roffila del centro de reacción transfiere a 
continuación su electrón excitado a un 
aceptor en la cadena de transporte de 
electrones. Aqui se muestra el centro de 
reacción del fotosistema II, en el que los 
electrones se transfieren desde la clorofila 
del centro de reacción a la feofrtina y des- 
pues a las guinonas (Q A , Q, ir y QH 2 ). 


culas de pigmento en cada fotocentro actuan como antenas, absorbiendo la luz 
y transfiriendo la energia de sus electrones excitados a una molecula de clorofi¬ 
la que sirve como centro de reacción. La clorofila del centro de reacción trans¬ 
fiere a continuación su electrón de alta energia a una molecula aceptora de una 
cadena de transporte de electrones. Los electrones de alta energia se transfie¬ 
ren entonces a traves de una serie de transportadores de membrana, acopla- 
dos a la sintesis de ATP y de NADPH. 

El centro de reacción fotosintetico mejor caracterizado es el de la bacleria 
Rhodopseudomonas vińdis , cuya estructura fue determinada por Johann Dei- 
senhofer Hartmut Michel, Robert Huber, y sus colaboradores en 1985 (Fig. 

10.21) . El centro de reacción esta constituido por tres polipeptidos transmem- 
brana, unidos a un citocromo de tipo c que se localiza en el lado externo de la 
membrana. La energia procedente de la luz solar es capturada por un par de 
moleculas de clorofila conocidas como el par especial. A continuación los elec¬ 
trones se transfieren desde el par especial a otro par de ctorofilas y desde alli a 
otros grupos prosteticos (feofitinas y quinonas). Desde allf los electrones se 
transfieren a un complejo citocromo be. donde el transporte de electrones se 
acopla a la generación de un gradiente de protones. A continuación los electro¬ 
nes son transieridos a! citocromo de! centro de reacción y finałmente retornan al 
par especial de clorofilas. Por lo tanto, el centro de reacción convierte la energia 
de la luz solar en electrones de a!ta energia, cuya energia potencial se convierte 
en un gradiente de protones por el complejo del citocromo bc. 

En los vegetales, las protefnas que intervienen en la fasę lummica de la 
fotosintesis se organizan en cinco complejos en la membrana del tilacoide (Fig. 

10.22) . Dos de estos complejos son fotosistemas (fotosistemas I y II), en los 


Figura 10.21 

Estructura de un centro de reacción fotosintetico. Ei centro de reacción de R vindis 
esta constituido por tres protefnas transmembrana (purpura, azuf y beige) y un citocromo 
de tipo c (verde). Las clorofilas y otros grupos prosteticos estan coloreados en amarillo 
(Cortesia de Johann Deisenhofer, University of Texas Medical Center and The Nobel 
Foundation, 1989). 
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Figura 10.22 

Transporte de electrones y sfntesis de 
ATP d u ran te la foto smtesis. En el trans- 
porte de electrones y en la sfntesis de ATP 
y NADPH rnten/ienen cinco compłejos pro- 
teicos en la membrana del tHacoide, Los 
foton es son absorbidos por compłejos de 
molecLftas de pigmento asociadas eon los 
fotosistemas I y II {PS I y PS II). En el foto- 
sistema ll t la energia derivada de la ab- 
sorción de fotones se utiliza para escindir 
una molecula de agua en la luz del tilacoi¬ 
de, A continuación los electrones son 
transportados por Ja plastoquinona (PG) 
al complejo citocromo bf, donde pasan a 
un estado energetico interior y se bom- 
bean protones al interior de Ja luz del tila¬ 
coide. Los electrones son transferidos 
despues al fotosistema i mediante la plas- 
tocianina (PC). En el fotosistema I, la 
energia denvada de la absorción de la luz 
vuelve a generar electrones de alfa ener¬ 
gia, que son transferidos a la ferredoxina 
(Fd) y se utilizan para reducir el NADP" a 
NADPH en el estroma. La ATP sintetasa 
utiliza despues la energia almacenada en 
el gradiente de protones para convertir el 
ADR en ATP. 


que la luz se absorbe y se transfiere a las ciorofilas del centro de reacción. Los 
electrones de alta energia se transfieren a traves de una serie de transportado- 
res tanto en los fotosistemas como en un tercer complejo de protefnas, el com¬ 
plejo citocromo bf Al igual que sucede en las mitocondrias, la transferencia 
de electrones esta acoplada a la transferencia de protones a la luz del tilacoide. 
estableciendose asf un gradiente de protones a traves de la membrana del tila¬ 
coide, La energia almacenada en este gradiente de protones se obtiene poste - 
riormente por un cuarto complejo de proteinas de la membrana del tilacoide. la 
ATP sintetasa, que {al igual que la enzima mitocondrial) acopla un flujo retrógra- 
do de protones, a traves de la membrana, a la sfntesis de ATP. 

Una diferencia importante entre el transporte de electrones en los cloroplas- 
tos y en las mitocondrias es que la energia derivada de la luz solar durante la 
fotosfntesis no solo es convertida en ATP sino que tambien se utiliza para gene¬ 
rar el NADPH requerido para convertir el COo en carbohidratos, Esto se consi- 
gue utilizando dos fotosistemas diferentes en la fasę luminica de la totosintesis, 
uno para generar ATP y el otro para generar NADPH, Los electrones se trans¬ 
fieren de forma secuencial entre los dos fotosistemas, interviniendoel fotosiste¬ 
ma I para generar NADPH y el fotosistema II para generar ATP. 

El flujo de electrones se inicia en el fotosistema II, quees homólogo al centro 
de reacción fotosintetico de R viridis ya descrito. Sin embargo, en el fotosistema 
II la energia derivadade la absorción de los fotones se utiliza para romper mole- 
culas de agua en oxigeno molecular y protones (vease Fig. 10.22). Esta reac¬ 
ción tiene lugar en la luz del tilacoide, por lo que la liberación de protones a partit 
del H ? 0 determina un gradiente de protones a traves de la membrana del tiiacoL 
de. Los electrones de alta energia denvados de este proceso se transfieren a 
traves de una serie de transportadores a la plastoquinona, un transportador 
liposoluble similar a la coenzima Q (ubiquinona) de las mitocondrias. La piasto- 
quinona transporte los electrones desde el fotosistema II al complejo citocromo 
bf, en el que los electrones son transferidos a la plastocianina y se bombean 
mas protones al interior de la luz del tilacoide. De esta manera, el transporte de 
electrones a traves del fotosistema II esta acoplado a la generacićn de un gra¬ 
diente de protones, que dirige ia sfntesis quimiosmótica de ATP, 
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Desde el fotosistema II, los electrones son transportados por ja plastociani- 
na (una proteina periferica de membrana) hasta el fotosistema I, donde la ab- 
sorción de otros fotones vuelve a generar electrones de alta energia. El fotosis¬ 
tema l, sin embargo, no actua como una bomba de protones, sino que utiliza 
estos electrones de alta energia para reducir el NADP + a NADPH. La clorofila 
del centro de reacción del fotosistema I transfiere sus electrones excitados a 
traves de una serie de transportadores hasta la ferredoxina, una pequena pro¬ 
teina de la membrana del tilacoide que da al estroma. La enzima NADP reduc- 
tasa transfiere despues los electrones desde la ferredoxina hasta el NADP\ 
generando NADPH. Por fo tanto, el paso de los electrones a traves de los foto- 
sistemas I y II genera ATP y NADPH, que son utilizados por las enzimas del 
ciclo de Calvin en el estroma del cloroplasto para convertir CO^ en carbohidra- 
tos (vease Fig, 2.39). 

Fiu jo cielico de electrones 

Una segunda ruta de transport© de electrones, denominada flujo cielico de 
electrones, genera ATP sin la sintesis de NADPH, proporcionando de este 
modo ATP adicional para otros procesos metabólicos. En el flujo cielico de elec¬ 
trones, la energia de la luz obtenida en el fotosistema I se utiliza para la sintesis 
de ATP en lugar de para la sintesis de NADPH (Fig. 10.23). Los electrones ricos 
en energia en lugar de ser transferidos al NADP\ son transferidos desde el 
fotosistema I al complejo citocromo bt La transferencia de electrones a traves 
del complejo citocromo bf se acopla, al igual que en el fotosistema II, a la gene- 
ración de un gradiente de proton es a traves de la membrana del tilacoide. La 
pfastocianina devuelve posteriormente estos electrones al fotosistema I en un 
estado energetico mas bajo, completando un ciclo de transporte de electrones 
en el que la energia luminica obtenida en el fotosistema I se utiliza para bonv 



Estroma 


Figura 10.23 

Ruta del flujo cielico de electrones. La energia lummosa absorbida en el fotosistema 3 
(PS I) se utiliza para la sintesis de ATP en lugar de para la sintesis de NADPH. Los 
electrones de alta energia generados por la absorción de fotones se transfieren al com- 
plejo citocromo bfe n lugar de al NADPT En el complejo citocromo bf, los electrones pasan 
a un estado energetico menor y se bombean protones al interior de la luz del tilacoide. Los 
electrones son devueftos a continuadón al fotosistema I medianie la plastocianina (PC). 
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bear protones en el complejo citocromo bf. Por !o tanto, la transferencia de elec- 
trones desde el fotosistema I puede generar ATP o NADPH, dependiendo de 
las necesidades metabólicas de la celula. 

Stntesis de ATP 

La ATP sintetasa de la membrana del tilacoide es similar a la enzima mitocon- 
drial. Sin embargo, la energia almacenada en el gradiente de protones a traves 
de la membrana del tilacoide, a difereneta de lo que ocurre en la membrana mito- 
condrial interna, es de naturaieza qufmica casi en su totalidad. Esto es debido a 
que la membrana del tilacoide, aunque es impermeable a los protones, difiere de 
la membrana mitocondrial interna en que es permeable a otros iones, concreta- 
mente al Mg^ 1 y al Cl . Ef paso librę de estos iones neutraliza el componente de 
voltaje del gradiente de protones, por lo que ia energia derivada de la fotosfntesis 
se conserva principalmente como una diferencia en la concentración de protones 
(pH) a traves de la membrana del tilacoide. Sin embargo, puesto que la luz del 
tilacoide es un compariimento cerrado, esta diferencia en la concentración de 
protones puede ser bastante grandę, eon una variación entre el estroma y la luz 
del tilacoide de mas de tres unidades de pH, Dada la magnitud de este diferenciai 
de pH, la energia librę total almacenada a traves de la membrana del tilacoide 
es similar a la almacenada a traves de la membrana mitocondrial interna. 

Por cada par de electrones transportados, en el fotosistema II se transfieren 
dos protones a traves de la membrana del tilacoide, y de dos a cuatro protones 
en el complejo citocromo bf. Puesto que se necesitan cuatro protones para diri- 
gir ia slntesis de una molecula de ATP, el paso de cada par de electrones a 
traves de los fotosistemas I y II mediante el flujo no cielico de electrones rinde 
entre 1 y 1,5 moleculas de ATP. El flujo cielico de electrones tiene un rendimien- 
to interior, entre 0,5 y 1 moleculas de ATP por cada par de electrones. 


Peroxisomas 

Los peroxisomas son organulos pequeńos, rodeados por una membrana 
(Fig, 10.24) que contienen enzimas implicadas en diversas reacciones metabó¬ 
licas, incluyendo varios aspectos del metabolismo energetico. Aunque los pero- 
xisomas son morfológicamente similares a los lisosomas, a semejanza de las 
mitocondrias y de los cloroplastos estan constituidos por protelnas que se sinte- 
tizan en ribosomas libres y despues son importadas a los peroxisomas como 
cadenas polipeptidicas completas. Aunque los peroxisomas no contienen un 
genoma propio, se parecen a las mitocondrias y cloroplastos en que se replican 
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Peroxisomas 


Figura 10.24 

Microfotografia electrónica de los peroxisomas. Se muestran tres peroxisomas de 
higado de rata. Dos contienen regiones densas, que son formactones paracristalinas de 
la enzima urato oxidasa, (Don Fawcett/ Photo Researchers, Jnc.) 
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Figura 10.25 

Oxidación de los acidos grasos en los peroxisomas. La oxidación de un acido graso 
se acompańa de la produccion de pemxido de hidrógeno (HĄ) a partir del oxigeno, El 
peróxido de hidrógeno se descompone por la acción de una catalasa, bien mediante la 
formación de agua u oxidando otro compuesto organice (designado AH ), 


por división. La mayoria de las celulas humanas contienen unos 500 peroxi- 
somas. 


Funciones de los peroxisomas 


Los peroxisomas contienen a! menos 50 enzimas diferentes, que estśn implica- 
das en diversas rutas bioquimicas en diferentes tipos de celulas. Originalmente, 
los peroxisomas se definieron como organulos que llevaban a cabo reacciones 
oxidativas produciendo perćxido de hidrógeno, Debido a que el peróxido de 
hidrógeno es nocivo para la celula, los peroxisomas tambien contienen [a enzi- 
ma catalasa. que descompone el peróxido de hidrógeno bien convirtiśndolo en 
agua o utilizandolo para oxidar otro compuesto organico. Dwersos sustratos se 
degradan medianie estas reacciones oxidativas en los peroxisomas T incluyendo 
el acido urico, aminoacidos y acidos grasos. La oxidación de los acidos grasos 
(Fig. 10.25) es un ejemplo especralmente importante ya que proporciona una 
fuente fundamental de energfa metabólica. En las celulas animałeś los acidos 
grasos se oxidan tanto en los peroxisomas como en las mitocondrias, pero en 
las levaduras y en las plantas la oxidación de los acidos grasos esta restringida 
a los peroxisomas. 

Ademas de proporcionar un compartimento para las reacciones de oxida- 
ción, los peroxisomas intervienen en la biosfntesis de liptdos, En las celulas 
anirmales el colesterol y el dolicol se sintetizan en los peroxisomas y en el RE. 
En el higado, los peroxisomas tambien intervienen en la sintesis de los acidos 
biliares, que derivan del colesterol. Ademas, los peroxisomas contienen enzi¬ 
mas necesarras para la sintesis de los plasmalógenos —una familia de fosfolń 
pidos en los que una de las cadenas hidrocarbonadas esta unida al glicerol 
mediante un enlace eter en lugar de por un enlace ester (Fig, 10,26). Los pląs- 
malógenos son componentes importantes de la membrana en algunos tejidos, 
particularmente en el corazón y en el cerebro, aunque estan ausentes en otros. 
Los peroxisomas realizan diferentes reacciones bioquimicas en distintos tej i- 
dos. Sin embargo, actualmente se desconoce si existen subpoblaciones de pe- 
roxisomas que se especializan en uno o un numero limitado de procesos en el 
interior celular. 

En las plantas los peroxisomas desempeńan dos papeles especialmente 
importantes. En primer lugar, los peroxisomas en las semillas son los responsa- 
bles de com/ertir los acidos grasos almacenados, en carbohidratos, aspecto 
que es critico para proporcionar energia y materia prima para el desarrollo de la 
planta. Esto ocurre a traves de una serie de reacciones denominadas el ciclo 
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Figura 10.26 

Estructura de un plasmalógeno. El plas- 
malógeno mostrado es semejante a la 
fosfatidilcolina, Sin embargo, una de las 
cadenas de acido graso esta unida al gli¬ 
cerol mediante un enlace eter, en lugar de 
por un enlace ester. 
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Figura 10:27 

Ciclo de! glioxilato. Las ptantas son capaces de sintetizar carbohidratos a partir de los 
acidos grasos a traves del ciclo del glioxilato, que es una vanantedel ciclo de! acido citrico 
(vease Fig. 2.34) Como sucede en el ciclo del acido citrico. e! acetif CoA se combina eon 
oxaloacetato para formarcitrato, que es convertido en isocitrato. Sin embargo, en lugarde 
serdegradado a 00. ? y s-cetog łuta rato, el isocitrato pasa a succinato y glioxilato. El glioxi- 
lato reacciona a continuación eon otrą molecula de acetil CoA para generar malato, que 
es convertido en oxaloacetato y utilizado para la sintesis de glucosa. 


del gliOKilato, que es una variante del ciclo del acido citrico (Fig. 10.27), 
Los peroxisomas en los que tiene lugar este ciclo a veces se denominan glioxi- 
somas. 

En segundo lugar, los peroxisomas de las hojas estan implicados en la fo- 
torrespiración, que sirve para metabolizar un producto derivado de la fotosin- 
tests (Fig. 10.28). En la fotosintesis, el CO ? es convertido en carbohidratos a 
traves de una serie de reacciones denominadas el ciclo de Calvin (vease Fig, 
2.39). El primer paso es ia adición de CO ? al azucar de cinco carbonos ribulo- 
S3“1,5-bifosfato, que da lugar a dos moleculas de 3-fosfog lice rato (cada una de 
ellas eon tres carbonos). Sin embargo, la enzima responsable (ribulosa bifosfa- 
to carboxilasa o rubisco) algunas veces cataliza la adición de 0 2 en lugar de 
C0 2 , produciendo una molecula de 3-fosfoglicerato y una molecula de fosfogli- 
colato (dos carbonos). Esta es una reacción secundaria, y el fosfoglicolato no es 
un metabolito util. Primero es convertido en glicolato y despues transferido a los 
peroxisomas, donde se oxida y se convierte en glicina. La glicina se transfiere a 
las mitocondrias, donde dos moleculas de glicina son convertidas en una mole¬ 
cula de serina, eon la perdida de C0 2 y NH 3 , La senna es devuelta a continua¬ 
ción a los peraisomas, donde es convertida en glicerato. Finalmente, el glicera- 
to retorna a los cloroplastos, donde se reintroduce en el ciclo de Calvin. La 
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Figura 10.28 

Papel de los peroxisomas en la fotorrespiración* Durante la fotosintesis, et CO ? es 
convertfdo en carbohidratos mediante el ciclo de Calvin, que se inicia eon la adlción de 
CO ? al azucar de cinco carbonos rtbulosa 1-5-bifosfato. Sin embargo, algunas veces, la 
enzirna implicada catatiza la adición de 0 L , en lugar de C0 2 , dando lugar al compuesto de 
dos carbonos fosfoglicofato. El fosfoglicolafo es convertido en glicolato, que posterior- 
mente es transferido a los peroxisomas, donde se oxida y se convierte en glicina, La 
glicina a continuación es transferida a la mitocondria y se convierte en serina La serina es 
devuelta a los peroxisomas y convertida en glicerato, que es devuelto a los cloroplastos. 


fotorrespiración no parece que sea beneficiosa para la planta, ya que esenciaF 
mente es el proceso opuesto a la fotosfntesis —se consume 0 2 y se libera CO ? 
sin obtener nada de ATP— , Sin embargo, la utilización ocasional del 0 2 en lugar 
del C0 2 parece que es una caractenstica inherente de la rubisco, por lo que la 
fotorrespiración suele acompahar a la fotosfntesis. Por lo tanto, los peroxiso- 
mas desempenan un papel importante al permitir que la mayor parte del carbo- 
no presente en el glicolato sea recuperado y utilizado. 

Formación del peroxisoma 

Como ya se ha mencionado, la formación de los peroxisomas se parece mucho 
mas a la de las mitocondrias y cloroplastos que a la del retieufo endoplasmico, 
aparato de Golgi y lisosomas* Las proteinas destinadas a los peroxisomas se 
traducen en ribosomas citosólicos libres y despues se transportan al interior de 
los peroxisomas como cadenas polipeptfdicas completas (Fig. 10.29)* Los fos- 
lolipidos tambien se importan a los peroxisomas desde el RE, mediante proteF 
nas de transferencia de fosfolipidos. La internalización de proteinas y fosfolfpi- 
dos da lugar a que el peroxisoma crezca; y se formaran nuevos peroxisomas 
mediante la división de los viejos. 
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Figura 10.29 

Formación de peroxisomas. Las proteinas destinadas a los peroxisomas se sintetizan 
en ribosomas libres y se irnportan en forma de cadenas polipeptidicas completasa peroxi- 
somas preexistentes* Esto da lugar al creeimiento del peroxisoma y a la formación de 
nuevos peroxisomas a partir de la división de los antiguos. 


Las proteinas se dirigen al interior de los peroxisomas al menos por dos 
vias, que se han conservado desde las levaduras hasta los humanos. La mayor 
parte de las proteinas estan marcadas para dirigirse a los peroxisomas, por la 
secuencia de aminoacldos Ser-Lys-Leu en su extremo carboxilo terminal (seńal 
1 de dirección al peroxisoma, o PTS1). Otras proteinas se dirigen mediante una 
secuencia de nueve aminoacidos (PTS2) en su extremo amino terminal. 

PTS1 y PTS2 son reconocidas por receptores diterentes y despues se trans- 
fieren a un complejo de translocación que media su transporte a traves de la 
membrana de! peroxisoma. A diferencia de la translocación de cadenas poli- 
peptidicas a traves de las membranas de! reticulo endoplasmico, mitocondrias 
y cloroplastos, las seńales de localización generalmente no se escinden duran- 
te el importe de proteinas en los peroxisomas, Se ha implicado a la Hsp70 cito- 
sólica en la intern a lización de proteinas en los peroxisomas T pero el papel de las 
chaperonas mofeculares en los peroxi$omas no esta claro. El plegamiento de 
las proteinas de los peroxisomas se produce en el citosol en asociación eon 
proteinas receptoras, y las proteinas pueden insertarse en los peroxisomas en 
conformaciones parcialmente plegadas, en lugar de como cadenas pofipeptldi- 
cas extendidas. 

Los peroxisomas sufren un complejo proceso de maduración, que implica la 
internalización de distlntas clases de proteinas desde el citosol en diterentes mo- 
rnentos, Los receptores de la membrana del peroxisoma necesarios para dirigir 
las enzimas luminales deben ser internafizadas primero. Existe evidencia de que 
estos receptores parten del RE en una vesicula lipidiea pre-peroxisomaL Ade- 
mas, e! estudio de los receptores sugiere que el contenido enzimatico T y por tanto 
las actividades metabólicas de los peroxisomas, varia a medida que maduran. 

Hay que destacar que algunos componentes de las rutas de internalización 
de los peroxisomas se han identificado no solo como muiantes en levaduras 
sino tambien como mutaciones asociadas eon varias enfermedades hu ma nas 
graves, relacionadas eon alteraciones de los peroxisomas, En algunas de estas 
enfermedades solo se produce la deficiencia de una unica enzima peroxisómi- 
ca. Sin embargo, en otras enfermedades ocasionadas por defectos en la fun- 
ción del peroxisoma, lo que ocurre es que varias enzimas del peroxisoma no 
entran en el organulo, localizandose en el citosol. Este ultimo grupo de enferme¬ 
dades se produce por deficiencias en las rutas del PTS1 y PTS2 responsables 
de la internalización de proteinas en los peroxisomas. El ejemplo tipico es el 
sindrome de Zellweger, que es letal en los primeros diez anos de vida. EJ sin- 
drome de Zellweger puede producirse por mutaciones en t al menos, diez genes 
diterentes, que afectan a la internalización de proteinas en el peroxlsoma s uno 
de los cuales se ha identificado como el gen que codifica el receptor para la 
sehal directora PTS1. 


RESUMEN 


MITOCONDRIAS 

Organización y función de fas mitocondrias: Las mitocondrias, que de- 
sempehan un papel critico en la generación de la energia metabólica, estan 
rodeadas por un sistema de dobie membrana. La matriz contiene las enzi¬ 
mas del ciclo del acido citrico; la membrana interna contiene complejos pro- 
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teinicos implicados en el transporte de electrones y en la łosforilación oxida- 
tiva. A diferencia de la membrana interna, la membrana externa es comple- 
tamente permeable a las moleculas pequeńas. 

Sistema genetico de las mitocondrias ; Las mitocondrias contienen su 
propio genoma, que codifica para el ARNr, ARNt y para algunas de las pro- 
tefnas que intervienen en la fosforilación oxidativa. 

Internalización de protemas y formación de łas mitocondrias ; La mayo- 
ria de las protefnas mitocondriales son codificadas por el genoma nuclear. 
Estas protefnas son traducidas en ribosomas libres y entran en las mitocon¬ 
drias como cadenas polipeptfdicas completas. Las presecuencias cargadas 
positivamente dirigen las protemas para que sean importadas a la matriz 
mitocondriaL Los fosfolipidos son transportados a las mitocondrias desde el 
rettculo endoplasmico medianie protemas transportadoras de fosfolipidos. 

MECANISMO DE LA FOSFORILACIÓN OXIDATIVA 

Cadena de transporte de electrones: La mayor parte de la energia deri- 
vada del metaboiismo oxidativo proeede de la transferencia de electrones 
desde el NADH y el FADH 2 al 0 2 . Para poder disponer de esta energia, los 
electrones son transfendos a traves de una serie de transportadores or- 
ganizados en cuatro complejos proteicos en la membrana mitocondrial 
interna. 

Acopiamiento guimiosmótico: Las reacciones productoras de energia del 
transporte de electrones estan acopfadas a la generación de un gradiente de 
protones a traves de la membrana mitocondrial interna. La energia potencial 
almacenada en este gradiente se obtiene mediante un quinto complejo pro- 
teinieo, la ATP sintetasa, que acopla la sintesis de ATP al retorno T energeti- 
camente favorab!e, de los protones a 3a matriz mitocondrial. 

Transporte de metabołitos a traves de ta membrana interna: Ademas de 
dirigir la sintesis de ATP, la energia potencial almacenada en el gradiente de 
protones dirige el transporte de ATP t ADR y otros metabołitos al interior y 
exterior de las mitocondrias. 


CLOROPLASTOS Y OTROS PLASTIDOS 

Estructura y función de tos ctoroplastos: Los cloroplastos son organulos 
grandes responsables de la fotosintesis y de otras actividades metabólicas. 
Como sucede eon las mitocondrias, los cloroplastos estan rodeados por una 
envuelta de dobie membrana. Ademas los cloroplastos tienen una membra¬ 
na tilacoidal Interna, que es el lugar del transporte de electrones y de la gene¬ 
ración ąuimiosmotica de ATP. 

Genoma del cloroplasto: El genoma del cloroplasto contiene mas de 100 
genes, incluyendo genes que codifican ARNr, ARNt, algunas protemas ribo- 
sómicas y algunas protemas que intervienen en la fotosintesis. 

Internalización y distńbución de las protemas del cloroplasto: La mayo- 
rfa de las protemas de! cloroplasto son sintetizadas en ribosomas libres en el 
citosol, y son marcadas para que se importen a los cloroplastos mediante 
peptidos de transito amino terminales. Las protefnas incorporadas en la luz 
del tilacoide, primero se importan al estroma del cloroplasto y despues se 
marcan eon una segunda secuencia seńal hidrofóbica para su transporte a 
traves de la membrana del tilacoide. 


endosimbiosis 


presecuencia, complejo Tom, complejo 
Tim, peptidasa procesadora de la matriz 
(MPP) t proteina de transferencia de 
fosfolrpidos, cardloHpina 


fosforilación oxidativa, cadena de 
transporte de electrones, coenzima Q t 
ubiquinona, citocromo c, citocromo 
oxidasa 


acopiamiento quin>iosmótico, gradiente 
elecfroquimico, ATP sintetasa 


cloroplasto, membrana del tilacoide, 
estroma 


peptido de transito, complejo gula, 
complejo Toc + complejo Tic, peptidasa 
procesadora estrom a I (SPP) 
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piast i do, cromoplasto, leucoplasto, 
amilopłasto, elaioplasto, proplastido, 
et i o piasto 


clorofila, fotocentro, fotosistema i, 
fotos i stema II, complejo citocromo bf, 
NADP reductasa 


fiu jo cielico de electrones 


peroxisoma f catalasa, plasmalógeno, 
ciclo del gUoxilato, glioxi$oma, 
fotorrespiraclón 


Preguntas 

1. ^Gue dos propiedades de la mem¬ 
brana mitocondrial interna !e permiten te- 
ner una actividad metabólica especial- 
mente efevada? 

2« De aeuerdo eon reglas « wobble» es¬ 
ta n dar, la sintesis p rotę i ca citosoiica pue- 
de tener lugar eon un mnimo de 30 ARNt 
diferentes. ^Cómo consiguen las mito- 
condrias humanas traductr ARNm en 
proteinas eon solo 22 especies de ARNt? 

3. Asuma que se ha disipado el poten¬ 
cjał etectrico a traves de 3a membrana mi¬ 
tocondrial interna, por lo que el gradient© 
electroquimico esta compuesto unica- 


Otros plastidos: El cloroplasto es solo uno de los miembros de una familia 
deorganulos relacionados, quecontienen el mismo genoma, Otros plastidos 
sirven para almacenar fuentes de energia, como almidóny lipidos, e inten/ie- 
nen en otros aspectos del metabolismo de la planta, 

FOTOSINTESIS 

Flujo de electrones a iraves de los fotosistemas I y //: Durante la fotosin- 
tesis, se obtiene la energia procedente de la luz solar y se corwierte en una 
forma utilrzable de energia qufmica potencial. La absorción de la luz por las 
clorofitas excita los electrones a un estado energetico mas eievado, Des- 
puśs, estos electrones de alta energia se transfieren a traves de una serie de 
transportadores organizados en dos fotosistemas y en el complejo citocromo 
bf, en ta membrana del tilacoide. El ffujo secuencial de los electrones a tra- 
ves de ambos fotosistemas esta acoplado a la sintesis de ATP en el fotosis¬ 
tema II y a la reducción de NADP H a NADPH en el fotosistema I. Tanto el 
ATP como el NADPH se utilizan para la sintesis de carbohidratos a partir de 
C0 2 , que tiene lugar en el estroma del cloroplasto. 

Flujo cielico de electrones ; La ruta alternativa del flujo cielico de electrones 
permite que la energia de la luz obtenida en el fotosistema I sea convertida 
en ATP, en lugar de en NADPH, 

Sintesis de ATP: La sintesis quimiosmótica de ATP esta dirigida por un 
gradiente de protones a traves de la membrana del tifacoide. 


PEROXISOMAS 

Funciones de los peroxisomas : Los peroxisomas son organ u los peque- 
nos, rodeados por una unica membrana, que contienen enzimas que inter- 
vienen en diversas reacciones metabólicas, entre las que se incluyen la oxi‘ 
dación de los acidos grasos, el ciclo del glioKilato, y la fotorrespiracion. 

Formaclćn del peroxisoma: Las proteinas del peroxisoma son sintetizadas 
en ribosomas libres en el citosol y se importan at peroxisoma en forma de 
cadenas polipeptidicas completas. Existen al menos dos tipos de sehales 
que dirigen a las proteinas al interior de los peroxlsomas, pero ei mecanismo 
de la internalización de proteinas no se conoce bien. 


mente por un gradiente de concentración 
de protones que corresponde a una uni- 
dad de pH Calcule la energia librę alma- 
cenada en este gradiente. Para su calcu- 
lo f utilice R - 1,98 x kcal/m o l/g rad o, 

T = 298 K (25 C), y tenga en cuenta que 
In (x) = 2,3 log 10 (x). 

4. ć,Que papeles juegan las chapero- 
nas moleculares en la internalización de 
proteinas en la mitocondria? 

5. El citocromo b ? es sintetizado en el 
citosol y posee una segunda secuencia 
seńal hidrofóbica, despues de la secuen¬ 
cia mitocondrial de carga positiva babi- 
tual. Sugiera una via que fe llevara a su 


destino finał en el espacio intermembra- 
na mitocondrial. 

6. ^Cuales son fos papeles de la coen- 
zima G y el citocromo c en la cadena de 
transporte electrónica? 

7. La ATP sintasa consiste en dos com- 
plejos multisubunidad, F 0 y F r . ^Dónde 
se locafiza cada uno en la mitocondria y 
en el cloroplasto y cual es la función de 
cada uno de ellos? 

8. ^Por que los peptidos de transito de 
las proteinas de fos cloropfastos* a dife- 
rencia de las presecuencias de las pro- 
tefnas mitocondriales, no estan cargados 
positivamente? 
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9^Cuantos electrones de alta energia 
son necesarios para dirigir la sintesis de 
una moiecula de glucosa durante la foto- 
sintesis, acoplada a la formación de seis 
mol ecu las de 0 2 ? ^Cuantas moleculas 
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os organulos INI RAC ELU L ARES de los que se ha hablado en los Capitulos 



precedentes constituyen un nivel de la estructura subcelular de las celu- 


I— las eucariotas. Un nivel de organización mas avanzado lo proporciona el 
citoesqueleto T que consiste en una red de filamentos de proteina que se extien- 
den por el citoplasma de todas las celulas eucariotas, El citoesqueleto propor¬ 
ciona un armazón estructural para la celula, actuando como un andamio que 
determina la forma celular y la organización generał del citoplasma, Ademas de 
desempeńar este papel estructura!, el citoesque!eto es el responsable de los 
movimientos de la celula, Estos no solamente incluyen los movimientos de la 
celula en conjunto, sino tambien el transporte interno de los organulos y de 
otras estructuras (tales como los cromosomas mitóticos) a traves del citoplas¬ 
ma. Es importante sehalar que el citoesqueleto es mucho menos rigido y esta- 
ble de lo que su nombre indica. Mas bien es una estructura dinamica que se 
reorganiza continuamente segun las celulas se mueven y cambian su forma, 
por ejemplo durante la división celular. 

El citoesgueleto esta coi, 4ituido p r tres tipos principales de filamentos de 
proteina: filamentos de actina, filameritos intermedios y microtubulos, que se 
mantlenen juntos y unidos a los organulos tntracelulares y a la membrana plasmati- 
ca medianie varias proteinas aocesorias, Este Capitulo trata sobre la estructura y la 
organización de cada uno de los tres componentes principales del citoesquele- 
to, asi como del papel que desempeńan en la motilidad celular, en el transporte 
de organulos, en la división celular y en otros tipos de movimientos celulares. 

Estructura y organización de los filamentos de actina 

La proteina citoesqueletica mas importante de la mayoria de las celulas es la 
actina, que polimeriza para formar filamentos de actina —frbras delgadas y fle- 
xibles de aproximadamente 7 nm de diametro y hasta varios micrómetros de 
longitud (Fig. 11.1)—, Dentro de la celula. los filamentos de actina {tambien 
Slamados microfilamentos) se organizan en estructuras de un orden superior, 
formando haces o redes tridimensionales eon las propiedades de un gel semi- 
sólido. El ensamblaje y desensamblajede los filamentos de actina, sus uniones 
cruzadas constituyendo haces y redes, y su asociación eon otras estructuras 
celulares (tales como la membrana plasmatica) se regufan mediante diversas 
proteinas de unión a la actina, que son componentes criticos del citoesgueleto 
de actina, Los filamentos de actina abundan sobre todo debajo de la membrana 
plasmatica, donde forman una red que proporciona un soporte mecanico, deter¬ 
mina la forma celular, y permite el movimiento de la superficie celular, lo que 
permite a las celulas migrar, engullir particulas, y drvidirse. 
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Figura 11.1 

Filamentos de aetina. Micrografia elec- 
irónica de filamentos de aetina. (Cortesia 
de Roger Craig, Umversity of Massachu¬ 
setts Medical Center) 



50 nm 


Ensamblaje y desensambłaje de los filamentos de aetina 

La aetina se aisló por phmera vez en 1942 a partir de celulas muscuJares. en las 
que constituye aproximadamente e! 20% de la proteina total de la celula. Aun- 
que en un principio se pensó que la aetina estaba implicada unicamente en la 
contracción muscular, ahora se sabe que es una proteina muy abundante (en 
generał entre un 5 y un 10 % de la proteina total) en loda clase de celulas euca- 
riotas. Las fevaduras solo tienen un gen para la aetina, pero los eucariotas su- 
periores tienen varios tipos distintos de aetina que se eneuentran codifieados 
por distintos miembros de la familia de los genes de la aetina. Los mamiferos, 
por ejempio, tienen al menos seis genes de aetina diferentes: cuatro se expre- 
san en distintos tipos de musculo y dos se expresan en celulas no musculares. 
Sin embargo, todas las actinas tienen una secuencia de aminoacidos similar y 
se han mantenido muy conservadas a lo largo de la evolución de los eucariotas. 
Por ejempio, la aetina de la levadura tiene una secuencia de aminoacidos identi- 
ca en un 90% a la de las actinas de las celulas de los mamiferos. Una proteina 
denominada MreB, responsable de la estructura baciiar de ias bacterias, ha 
sido identificada recientemente como el precursor procariota de la aetina. 

La estructura tridimensionai tanto de las moleculas individuales como de los 
filamentos de aetina fueron determinadas en 1990 por Kenneth Holmes, Wolfgang 
Kabsch, y sus colaboradores. Las moleculas individuales de aetina son protefnas 
globulares de 375 aminoacidos {43 kDa). Cada monómero (aetina globular G) 
tiene sitios de unión que median la interacción cabeza eon cola eon otros dos 
monómeros de aetina, de tal manera que los monómeros de aetina polimerizan 
para formar filamentos (aetina filamentosa F) (Fig, 1 1 ,2). En los filamentos cada 
monómero se eneuentra girado 166 , por lo que los filamentos tienen la apanencia 
de una helice de dobie cadena. Debido a que todos los monómeros de aetina estan 
orientados en la misma dirección, los filamentos de aetina presentan una polaridad 
diferenciada y sus extremos (denominados extremos «mas» y «menos») se dis- 
tinguen entre si. Esta polaridad de los filamentos de aetina es importante tanto 
para su ensamblaje como para establecer una direcclón unica en el mos/imiento 
de la miosina respecto a la aetina, como se tratara mas adelante en el Capftulo. 

El ensamblaje de los filamentos de aetina puede ser estudiado in vitro regu- 
lando la fuerza iónica de la solución de aetina. En soluciones de baja fuerza 
iónica los filamentos de aetina se despolimerizan a monómeros. La aetina poli- 
menza espontaneamente si se aumenta la fuerza iónica hasta niveles fisiológi- 
cos. El primer paso en la polimerización de la aetina (denominado nucJeación) 
es la formación de un pequeho agregado constituido por tres monómeros de 
aetina. Los filamentos de aetina son entonces capaces de crecer por ła adición 
reversible de monómeros a ambos extremos, pero uno de ellos (el extremo 
«mas^) crece de cinco a diez veces mas rapido que el extremo «menos », Los 
monómeros de aetina tambien unen AIR, el cual se hidroliza a ADR tras el 
ensamblaje del filamento, Aunque el ATP no es necesario para la polimeriza- 
ción, los monómeros de aetina que tienen unido ATP polimerizan mas rapido 
que aquellos que tienen unido ADR. Como se describe a continuación, la unión 
y la hidrólisis del ATP desempeńan un papel c!ave en la regulación del ensam¬ 
blaje y en el comportamiento dinamico de los filamentos de aetina. 

Debido a que la polimerización de la aetina es reversible, los filamentos 
pueden despotimerizar por la disociación de las subunidades de aetina, lo que 
permite que los filamentos de aetina se descompongan cuando sea necesario 
(Fig. 11.3). De esta forma, existe un eguilibno aparente entre los monómeros de 
aetina y los filamentos. que depende de la concentración de los monómeros 
libres. La velocidad a la que tos monómeros de aetina se incorporan a los fila¬ 
mentos es proporcional a su concentración, por lo que hay una concentración 
cntica de monómeros de aetina a la cual la ve!ocidad de polimerización es igual 
a la velocidad de disociación. A esta concentración cntica, los monómeros y los 
filamentos se eneuentran en un equilibrio aparente. 
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Figura U >2 

Ensamblaje y estructura de los fila- 
mentos de actina. (A) Los monómeros 
de actina (actina G) polimerizan para for- 
mar filamentos de actina (actina F). El 
primerpaso es la formación de dimeros y 
trimeros, que crecen por fa adición de 
monómeros a ambos extremos. (B) Es¬ 
tructura de un monómero de actina, (C) 
M odęło espacial de una actina F. Se re- 
presentan catoree monómeros de actina 
en diferentes colores (C, Basa do en da- 
tos de Chen et al. 2002. J. Struci Biot. 
138:92.) 


Como se mencionó anteriormente, los dos extremos de un filamento de acti¬ 
na crecen a veiocidacfes diferentes, de tal manera que los monómeros se ańa- 
den al extremo de crecimiento rapido (el extremo «mśs») de cinco a diez veces 
mas rapido que al extremo («menos») de crecimiento lento. Debido a que la 
actina-ATP se disocia eon menos facilidad que la actina-ADP, la concentración 
critica de monómeros que es necesaria para ia polimerización de los dos extre- 
mos sera diferente. Esta diferencia puede dar lugar al fenómeno conocido como 
intercambio rotatorio ( treadmilling ), que ilustra el comportamiento dinamico 
de los filamentos de actina (Fig. 11.4), Para que ei sistema se eneuentre en un 
estado de equi!ibrio generał, la concentración de monómeros de actina łibres 
debe ser intermedia entre las concentraciones crfticas requeridas para ia poli- 
merización de los extremos mas y menos de los filamentos de actina. Bajo es- 
tas condiciones existe una perdida neta de monómeros del extremo «menas», 
que se compensa eon una adición neta al extremo «mas» El intercambio rota¬ 
torio requiere ATP, polimerizando la actina-ATP en el extremo «mas» de los 
filamentos mientras que la actina-ADP se disocia del extremo «menos>*. Aun- 
que no esta claro el papel del intercambio rotatorio en la celula, puede reflejar el 


Figura T 1.3 

Polimerización reversible de los monómeros de actina. La poJimerización de la actina 
es un proceso reversible f en el que los monómeros se asoctan y disocran de los ex trem os 
de los filamentos de actina. La velocidad de disociación de las subunidades (Jy) es inde- 
pendiente de la concentración de monómeros, mientras que la velocidad de asociación de 
[as subunidades es proporcional a la concentración de monómeros libres y viene dada por 
Cx (C- concentración de monómeros libres). A la concentración critica de monómeros 
(C c ), donde k^= 0 € x k on , se alcanza un equifibrio aparente. 
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Figura 11.4 

Intercambio rotatorio (treadmifting), Los 

extremos «menos» de los filamentos de 
actina crecen mas despacio que los extre- 
mos Esta diferencia en la velocidad 

de erecimiento se refleja en una diferencia 
en la eon cent rac ión crfltca necesaria para 
la adición de monómeros a los dos extre~ 
mos de! filamento, La actina unida a ATP 
se asocia al extremo «mas» de crecimien- 
to rapido, y entonces el ATP unido a la ac¬ 
tina se hidroltza a ADP. Debido a que la 
actlna-ADP se disocia de los filamentos 
eon mas facilidad que la actina-ATP, la 
concentración critica de los monómeros 
de actina es mśs alta para su adición 
a! extremo «menos» que para su adición al 
extremo '<mas» de los filamentos de acti¬ 
na, El intercambio rotatorio ocurre a una 
concentración de monómeros intermedia 
entre las concentraciónes crfticas de los 
extremos «mds” y «menos». Bajo estas 
condiciones, hay una disociaeión neta de 
monómeros (unidos a ADP) desde el ex- 
tremo «menos», compensada por la adi¬ 
ción de monómeros (unidos a ATP) al ex- 
tremo «mó$». 



ensambiaje y desensamblaje dinamico de los filamentos de actina que requie- 
ren las celulas para moverse y cambiar de forma. 

Es de reseńar que varios farmacos que se utilizan en biologia cefular actuan 
uniendose a la actina y afectando a su polimerizaeión. Por ejemplo, las citoca- 
lasinas se unen a los extremos «mas» de los filamentos y bloquean su elonga- 
ción. Esto provoca cambios en la forma de la celula asi como la inhibición de 
algunos tipos de movimientos celulares (p. ej., la divistón celular que sigue a la 
mitosis), lo que indica que la polimerizaeión de la actina es necesaria para estos 
procesos. Otro farmaco, la faloidina, se une fuertemente a los filamentos de 
actina y evita su disociaeión en moleculas individuales de actina. La faloidina 
marcada eon un marcador ffuorescente se sueie utilizar para visualizar los fila¬ 
mentos de actina medianie microscopia de fluorescencia. 

En la celula tanto el ensambiaje como el desensamblaje de los filamentos de 
actina son regulados por protemas de unión a la actina. El reciclaje de los 
filamentos de actina es cerca de 100 veces mas rapido en el interior de la celula 
de lo que es in i /itro, y este rapido reciclaje de la actina deseni pena un papel 
critico en diversos movimientos celulares. Por ejemplo, los filamentos de actina 
densamente empaquetados presentes en el frente de avance de las celulas en 
migración (descrito mas adelante en este capftulo) pueden ensamblarse en se- 
gundos. La clave para comprender este proceso se obtuvo eon el deseubrimien- 
to en 1994 por Tom Poflardysuscolaboradores de un complejo de proteinas. el 
complejo Arp2/3, que se une a la actina/ATP presente en el extremo positivo 
de los microfilamentos (Fig. 11,5). El complejo Arp2/3 contiene siete proteinas, 
dos de las cuales son similares a la actina. El complejo por si solo posee muy 






Figura 115 

Iniciación de ramas en los filamentos 
de actina. EJ complejo Arp2/3 se une a 
los filamentos de actina cerca de los ex- 
tremos positivos e inicia la formación de 
ramas. 
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Figura 11.6 

Efectos de Ia ADF/cofilina y Ja profilina 
sobre los filamentos de actma. La 

ADF/cofilina posee dos actividades drfe- 
rentes. (A) Es un factor de despoiimeriza- 
ción de la actina. uniendose a los filamen¬ 
tos de actina y aumentando la tasa de 
disociación de monómeros de actina des- 
de el extremo negativo. La ADF/cofilina 
permanece unida a los monómeros de 
ADP/actina, impidiendo su reinserción en 
los filamentos. (B) La ADF/cofilina tam- 
bien se une y escinde filamentos de acti¬ 
na, creando nuevos extremos positivos. 


baja actividad, pero es activado por diversas proternas que se unen y lo activan. 
Una vez activado r el complejo Arp2/3 se une al lado de un filamento de actina 
existente cerca del extremo positivo y forma una nueva rama. 

Una segunda familia de proternas responsable de la remodelacidn de los fila¬ 
mentos de actina en el interior celuiar es la famila ADF/cofilina (actin depolymeri- 
zing facfot) (Fig. 11.6). Estas proternas se unen a los filamentos de actina y favo- 
recen la tasa de disociación de los monómeros de actina/ADP del extremo 
negativo< La ADF/cofilina tambien puede romper los filamentos de actina gene- 
rando mas extremos positivos, favoreciendo aun mas el ensamblaje de filamen¬ 
tos. La ADF/cofilina se une preferentemente a ia ADP/actina, de modo que per¬ 
manece unida a los monómeros de actina despues del desensambiaje de los 
filamentos y los secuestra en la forma unida a ADR, impidiendo su reincorpora- 
ción en filamentos. Sin embargo, otrą proteina de unión a actina, la profilina. 
puede revertir este efecto de la cofilina y estimular la incorporación de monóme¬ 
ros de actina en filamentos. La profilina actua estimulando ef mtercambio de ADR 
por ATP, resultando en la formación de monómeros de actina/ATP, que se disocian 
de la cofilina y ass se encuentran disponibles para su ensamblaje en filamentos. 

Como cabria esperar, las actividades de la cofilina. profilina y el complejo 
Arp2/3 estan controlados por una variedad de mecanismos senalizadores celulares 
(estudiados en el Capitulo 13), que permiten que la polimerización de actina se 
regule apropiadamente en respuesta a estimulos ambientales, Asi, la ADF/cofilina, 
la profilina y el complejo Arp2/3 (ademas de otras proteinas de unión a actina) 
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pueden actuar conjuntamente para estimular la renovadón de los fifamentos de 
actina y la remodelación del citoesqueleto de actina T lo que es necesario para una 
diversidad de movlmienfos celulares y cambios en la forma de la cel ula, Esto es 
una gran tarea y ( en algunos tipos celulares, ei ensamblaje y desensamblaje de 
los microfilamentos es responsable de la mitad de la htdrólisis de ATP en la celula. 


Organización de los filamentos de actina 


Los filamentos indiyiduales de actina se ensamblan en dos tipos generales de 
estructuras, denominadas haces de actina y redes de actina, que desempe- 
rian papeies distintos en la celula (Fig. 11.7). En los haces, los filamentos de 
actina se unen por puentes cruzados y se disponen en estructuras paralelas 
estrechamente agrupadas. En las redes, los filamentos de actina se unen por 
puentes cruzados eon una disposición ortogonal mas holgada, y forman mallas 
tridimensionalescon las propiedades de los geles semisólidos. La formación de 
estas estructuras esta dirigida por varias p rotę mas de unión a la actina que 
entrelazan los filamentos de actina de maneras distintas. 


Figura 11.7 

Haces y redes de actina, (A) Microgra- 
fia electrónica de haces de actina (cabe- 
zas de flecha) proyectandose desde la 
red de actina (fiechas) subyacente a la 
membrana plasmatica de un macrófago. 
Los haces sostienen u nas proyecciones 
de la supedicie celular llamadas micro- 
puas o filopodios (vease Fig. 1117), (B) 
Organización esquematica de tos haces 
y las redes. Los filamentos de actina en 
fos haces se disponen en formaciones 
paralelas unidos por puentes cruzados 
por proteinas peguenas que alinean los 
fiiamentos estrechamente unos eon 
otros. Por el contrario, las redes se en- 
cuentran formadas por proteinas gran- 
des y ffexibles que entrelazan filamentos 
ortogonales. (A. cortesia de John H. 
Hartwig, Brigham & Women T s HospitaL) 


(A) 



Haz 


Todas las proteinas de unión a la actina relacionadas eon los puentes cruza¬ 
dos contienen al menos dos dominios de unión a la actina, io que les permite 
fijar y entreeruzar dos fiiamentos de actina diferentes. La naturaieza de la aso- 
ciación entre estos filamentos viene entonces determmada por el tamaho y la 
forma de las proteinas de entreeruzamiento (vease Fig. 11,7). Las proteinas 
que entrelazan los filamentos de actina en haces (llamadas proteinas forma- 
doras de haces de actina) suelen ser pequenas protemas rigidas que fuerzan 
a los filamentos a alinearse estrechamente unos eon otros. Por otro lado, las 
proteinas que organizan tos filamentos de actina en redes tienden a ser protef- 
nas fargas y flexibles que pueden establecer puentes de unión entre filamentos 
perpendiculares. Estas proteinas formadoras de puentes entreeruzados de acti¬ 
na parecen ser proteinas modulares consfltuidas por unidadesestructurales re- 
lacionadas. Concretamente, los dominios de unión a la actina de muchas de 
estas proteinas tienen una estructura simitar. Estan separados por secueneias 
espaciadoras que varian en longitud y flexibilidad, y son estas diferencias en las 
secueneias espaciadoras las responsables de fas disttntas propiedades de en¬ 
treeruzamiento de las diferentes proteinas de unión a la actina. 

Existen dos tipos de haces de actina distintos tanto estructural como funcio- 
nalmente, que implican a diferentes proteinas formadoras de haces de actina 
(Fig, 11,8). El primer tipo de haz, que contiene filamentos de actina estrechamen¬ 
te agrupados, alineados en paralelo, sostiene a las proyecciones de la membrana 
plasmatica tales como las microve!losidades (veanse Figs. 11,16 y 11.17). En 
estos haces todos los filamentos tienen la misma polaridad, eon sus extremos 
«mas» adyacentes a la membrana plasmatica. Un ejemplo de proteina forma- 
dora de haces, relacionada eon la formación de estas estructuras es la fimbri- 
na T que fue aislada por primera vez a partir de las microvellosidades intestina- 
les, y mas tarde se encontró en las proyecciones de superficie de una amplia 
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Figura 11.8 

Protein as formadoras de haces de actina. Los filamentos de actina se asocian en dos 
tipos de haces mediante diferentes pro te mas formadoras de haces de actina. La fimbrina 
tiene dos dominios de unión a la actina adyaeentes (ASO) y entreiaza filamentos de actina 
en haces paralelos, estrechamenteempaóuetados, en losque los filamentos se encuentran 
separados aproximadamente 14 nm. Por otro lado, los dos dominios de unión a actina 
separados de los dimeros de s-actinina entrelazan los filamentos en haces contractiles mas 
hotgados y espaciados, en los que los filamentos se encuentran separados 40 nm, Tanto la 
fimbrina como la 3 -actinina confienen dos dominios de fijación de Ca* 1 ' relacionados T y la 
2 -actinina eontiene cuatro dominios espaciadores en a-hślice repetidos. 


variedad de tipos de ceiulas, La fimbrina es una proteina de 68 kDa que contie- 
ne dos dominios adyaeentes de unión a la actina. Se une a los filamentos de 
actina en forma de monómero, manteniendo unidos a dos filamentos paralelos, 

El segundo tipo de haz de actina se compone de filamentos que estan mas 
espaciados y que son capaces de contraerse, tales como los haces de actina 
del anililo contractil que divide a las ceiulas en dos tras la mitosis. La estructura 
mas holgada de estos haces (que se denominan haces contractiles) refleja tas 
propiedades de la proteina de entreeruzamiento 2-actinina. A diferencia de la 
fimbrina, la ^actinina se une a la actina como un dimero, siendo cada una de 
las subunidades una proteina de 102 kDa que eontiene un unico sitio de unión a 
la actina. Por io tanto, los filamentos entrelazados por la 2 -aetinina se encuentran 
separados por una distancia mucho mayor que aquellos unidos por la fimbrina 
(40 nm de separaeión frente a 14 nm). La mayor separación entre los filamentos 
permite a la proteina motora miosina interaccionar eon los filamentos de actina 
en estos haces, permifiendo (como se vera mas adelante) su contracción. 

En tas redes los filamentos de actina se mantienen unidos mediante protei- 
nas de unión a la actina de gran tamaho, como la fi la mi na (Fig. 11.9). La filami- 
na (tambien conocida como proteina de unión a la actina 280 o ABP-280) se fija 
a la actina como un dimero de dos subunidades de 280 kDa, Los dominios de 
unión a la actina y los dominios de dimerización se encuentran en extremos 
opuestos de cada subunidad, por lo que el dimero de filamina es una molecula 
flexibie en forma de V eon los dominios de unión a la actina en los extremos de 
cada brazo. Como resultado, la filamina forma puentes cru 2 ados entre filamentos 
de actina ortogonales, creando una maila tridimensional holgada. Tal y como se 
tratara en la próxima sección, dicha red de filamentos de actina subyace a la 
membrana plasmatica y es un soporte estructurai de la superficie de la celula. 



Redes de actina y la filamina. La filamina es un dimero de dos subunidades grandes 
(280 kDa), que forman una molecula ffexible en forma de V y que entreiaza los filamentos 
de actina en redes ortogonales. El dominio de dimerización carboxi!o-temninai se eneuem 
tra separado del dominio de unión a la actina amino-terminal por dominios espaciadores 
en lamina p repetidos. 
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Figura 11.10 

Morfologia cfe los glóbulos rojos san- 
gumeos. Mśc rag rafia electrónica de barri- 
do de glóbulos rojos mostrando su forma 
bicóncava. (Omikron/Photo Researcbers, 
Inc.) 
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La [ocalización de diferentes tipos de redes y haces de actina en regiones espe- 
cificas de la celula esta controlada, en parte, por otrą familia de protemas de 
unión a actina, la familia tropomiosina (estudiada mas adelante). 


Asocictciación de los filamentos de actina eon la membrana 
plasmatica 


Figura 11.11 

Estructura de la espeetrina. La espec- 
trina es un tetramero constituido por dos 
cadenas a y dos /f, Cade cadena jl tiene 
un unico dominio de unión a la actina 
(ABD) en su extremo amino terminal. Tan- 
to las cadenas z como jl contienen multl- 
pies repeticiones de dominsos espaciado- 
res en x-helice f que separan los dos 
dominlos de unión de Ja actina del tetra- 
mero. La cadena a tiene dos dominios de 
fijación de Ca? + en su extremo carboxilo 
terminal. 


En la periferia de la celula hay una elevada concentración de filamentos de 
actina que forman una red tridimensional bajo la membrana plasmatica (vease 
Fig. 11.7). Esta red de filamentos de actina y de protemas de unión a la actina 
asociadas (denominada el córtex celular) determina la forma de la celula y 
esta implicada en diversas acciones de !a superficie celular, incluyendo el movi- 
miento. De esta manera, la asociación del citoesquefeto de actina eon la mem¬ 
brana plasmatica es fundamenta! para la estructura y la función celular. 

Los glóbulos rojos sangumeos (eritrocitos) han demostrado ser particular- 
mente utiles para el estudio tanto de la membrana plasmatica (que se tratara en 
el próximo Cepitulo) como de! citoesqueleto cortical. La prindpaJ ventaja de Jos 
glóbulos rojos para estos estudios radica en que no contienen ni nudeo ni orga- 
nulos internos, por lo que la membrana plasmatica y las proteinas asociadas 
pueden ser aisladas facilmente sin ser contaminadas por fas diferentes membra- 
nas internas que son abundantes en otros tipos de celulas. Ademas, los eritrocitos 
humanos carecen de otros componentes citoesqueleticos (microtubulos o fila¬ 
mentos intermedios), por lo que el citoesqueleto cortical es el determinantę Princi¬ 
pal de su morfologia caracteristica en forma de discos bicóncavos (Fig. 11.10). 

La principal proteina que proporciona la base estructural def citoesąueleto 
cortical en los eritrocitos es la proteina de unión a la actina, espeetrina. relacio- 
nada eon la filamina (Fig. 11.11). La espeetrina eritrocitaria es un tetramero 
constituido por dos cadenas polipeptidicas diferentes, denominadas ot y />\ eon 
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un peso molecular de 240 y 220 kDa, respectivamente. La cadena ji presenta un 
urtico dominio de unión a la actina en la region amino terminal. Las cadenas 7. y fi 
se asocian lateralmente para formar dimeros, que se unen cabeza eon cabeza 
para formar tetrameros eon dos dominios de unión a la actina separados aproxi- 
madamente por 200 nm. Los extremos de los tetrameros de espectrina se aso¬ 
cian eon filamentos cortos de actina, dando como resultado una red de espectri- 
na-actina que forma el citoesqueleto cortical de los gióbulos rojos (Fig. 11.12). 
El principal nexo de unión entre la red de espectrina-actina y la membrana plas¬ 
matica lo proporciona la proteina denominada anquirina, que se une tanto a la 
espectrina como al dominio citoplasmatico de una proteina transmembrana 
abundante denominada banda 3. Un nexo adicional entre la red de espectrina- 
actina y la membrana plasmatica vtene dado por la proteina 4,1, que se fija a las 
uniones de espectrina-actina asi como reconoce el dominio citoplasmatico de la 
glicoforina (otrą proteina transmembrana abundante). 

Otros tipos de celulas contienen uniones entre el citoesqueleto cortical y la 
membrana plasmatica que son similares a las observadas en los gióbulos rojos. 
Las proteinas retacionadas eon la espectnna (la espectrina no-eritroide tambien 
se denomina fodrina), la anquirina. y la proteina 4.1 se expresan en una gran 
variedad de tipos celulares, donde realizan funciones analogas a aquellas des- 
critas para los eritrocitos. Porejemplo. una familia de proteinas relacionadacon 
la proteina 4.1 (las proteinas ERM) unen los filamentos de actina a la membra¬ 
na plasmatica de muchas clases de celulas, y la proteina similar a la espectrina 
filamina (vease Fig. 11.8) constituye el principal puente entre los filamentos de 
actina y la membrana plasmatica de las plaquetas sanguineas. Otro miembro 
de este grupo de proteinas relacionadas eon la espectrina es la distrofina, que 
tlene un interes especial debido a que es el producto del gen responsable de 
dos tipos de distrofias musculares (la de Duchenne y Becker). Estas enferme- 
dades congenitas asociadas al cromosoma X provocan una degeneración pro¬ 
gresja del musculo esqueletico, y los pacientes eon la forma mas severa de la 
enfermedad (distrofia muscular de Duchenne) generalmente mueren en la ado- 
lescencia o alrededor de los veinte ańos de edad. La clonación molecular del 
gen responsable de este desorden reveló que codifica una proteina de gran 
tamario (427 kDa) que se eneuentra ausente o alterada en los pacientes eon 
distrofia muscular de Duchenne o Becker, respectivamente. La secuencia de la 
distrofina indicó ademas que esta relacionada eon la espectrina, eon un unico do¬ 
minio de unión a la actina en su extremo amino terminal y un dominio de fijación a la 
membrana en su extremo carboxilo terminal. Al igual que la espectrina, la distrofina 


Figura 11.12 

Asociacrón del citoesqueleto cortical 
eritrocitano eon la membrana plasma¬ 
tica. La membrana plasmatica se asocia 
eon una red de tetrameros de espectrina 
entretazada por filamentos cortos de acti¬ 
na asodados eon la proteina 4.1. La red 
de espectrina-actina se une a la membra¬ 
na por ta anquifina. que se une tanto a la 
espectrina como a la abundante proteina 
transmembrana banda 3- Un nexo adicio¬ 
nal lo proporciona la unión de la proteina 
4.1 a la glicoforina. 
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Figura 1113 

Fibras de estres y adhesiones focales. Microscopia de fluorescencia de un fibroblasto 
humano en el que fos filamentos de actina se han ten ido eon un marcador fluorescente. 
Las fibras de estres se muestran como haces de filamentos de actina anclados a sitios 
donde la celula se une a la superficie de la płaca de cultivo (adhesiones focales) (Don 
Fawcett/Photo Researchers, Inc.) 

forma dimeros que fijan los filamentos de actina a las proteinas transmembrana de 
la membrana plasmatica de la celula muscular Estas protemas transmembrana 
a su vez fijan el citoesqueleto a ta matriz extracelular r lo que desempeha un papel 
importante en mantener la estabilidad celular durante la contracción muscular. 

A diferencia de la superficie uniforme de los glóbulos rojos sangmneos, la 
mayona de las celulas ttenen regiones especializadas en la membrana plasma¬ 
tica que establecen contactos eon celulas adyacentes, componentes tisulares, 
u otros substratos (como la superficie de una płaca de cultivo). Estas regiones 
tambien sirven como puntos de unión para los haces de filamentos de actina 
que anclan el citoesqueleto a las zonas de contacto celutar. Estas uniones de 
filamentos de actina resultan particularmente evidentes en los fibroblastos en 
cultivo (Fig. 11.13). Estos fibroblastos en cultivo segregan proteinas de la matriz 
extracelular (vease Cap. 12) que se adhteren a la superficie plastica de la płaca 
de cultivo. Entonces los fibroblastos se unen a la płaca de eulth/o mediante la 
unión a la matriz extracelularde unas proteinas transmembrana (denominadas 
integrinas). Los sitios de anclaje son regiones discretas {llamadas adhesiones 
focales) que tambien sirven como sitios de sujeción para unos haces de fila¬ 
mentos de actina de gran łamano denominados fibras de estres. 

Las fibras de estres son haces contractiles de filamentos de actina, entre- 
lazados por a-actinina, que anclan a la celula y ejercen tensión sobre el sustra- 
to. Estan umdas a la membrana plasmatica en las adhesiones focales a traves 
de la integrina. Estas asociaciones, que son complejas y no bien entendidas, 
pueden estar mediadas por otras proteinas, incluyendo la talina y la vinculina 
(Fig. 11.14). Por ejemplo, tanto la talina como la cc-actinina se unen a los domi- 
nios citoplasmaticos de las integrinas. La talina tambien se une a la vincu!ina, 
que a su vez se une a la actina, Otras proteinas encontradas en las adhesiones 
focales tambien pueden participar en el anclaje de los filamentos de actina, y 
una combtnación de estas interacciones puede ser la responsable de la unión 
de los filamentos de actina a la membrana plasmatica. 

El citoesgueleto de actina se eneuentra anclado de forma simifar a regiones 
de contacto celula-celula denominadas uniones de adhereneia o adherens 
(Fig. 11.15). En las capas de celulas epiteliales estas uniones forman una es- 


Figura 11.14 

Anclaje de las fibras de estres a la 
membrana plasmatica en las adhesio¬ 
nes focales. Las adhesiones focales es¬ 
tan mediadas por la unión de las integri¬ 
nas a proteinas de la matriz extracelular 
Las fibras de estres (haces de filamentos 
de actina entrelazados por a-actinina) se 
unen al dominio citoplasmatico de las inte¬ 
grinas mediante asociaciones complejas 
en las que intervienen un cierto nu mero de 
proteinas. Se muestran dos posibles aso- 
ciaciones: 1) La talina se une a !a integrina 
y a la yinculina, que a su vez se une a la 
actina, y 2) la integrina se une a la 7 -actini- 
na. En las adhesiones focales tambien se 
eneuentran presentes otras proteinas (que 
no se representan) y que pueden estar im- 
piicadas en el anclaje de las fibras de es¬ 
tres a la membrana plasmatica. 



a-actinina 


Fiiamento 
de actina 

Vinculina 

Talina 


Membrana 

plasmatica 


Matriz extracelular 



































Caprtulo 11 • Citoesqueleto y movimiento celular • 445 




Filamento de actina 


Cateninas 


Membrana 

plasmatica 


Cadherina 


Figura 11.15 

Anclaje de los filamentos de actina a las uniones de adheren¬ 
cia, Los contactos celula-celnie en las uniones de adherencia es¬ 
tan mediados por cadherinas, que sirven como sitios de unión de 
los haces de actina. En las capas de eelulas epitellales estas 
uniones forman un cinturón continua de filamentos de actina alre- 
dedor de cada celula. Las cadherinas son proteinas transmem- 
brana que unen /1-catenina a sus dominios citoplasmatioos. La 
(F catenina interacciona eon la 2 -eatenina f que actua como nexo 
para los filamentos de actina. 


tructura continua en forma de cinturón (denominada cinturón de adhesión) 
alrededor de cada celula, de tal manera que un haz contractil de filamentos de 
actina subyacente se une a la membrana plasmatica. El contacto entre las celu- 
las en las uniones de adherencia esta mediado por proteinas transmembrana 
llamadas cadherinas, que seran tratadas en ei Capitulo 12, Las cadherinas 
forman un complejo eon las proteinas citoplasmaticas denominadas cateninas, 
que se asocian eon los filamentos de actina, 

Protuberancias dc la superficie celular 

La superficie de la mayoria de las eelulas tiene diversas protuberancias o exten- 
siones que intervienen en el movimiento celular, la fagocitosis, o en funciones es- 
peciallzadas tales como la absorción de los nulrientes. La mayoria de estas extensio- 
nes celulares superficiales se basan en filamentos de actina, que estan organizados 
en haces o redes relativamente estables o que se reorganizan rapidamente. 
Las protuberancias de la superficie celular basadas en la actina mejor carac- 
terizadas son las microvellosidades, extensiones digitiformes de la membrana 
plasmatica que son particularmente abundantes en la superficie de las eelulas 
impticadas en la absorción, como las eelulas epiiefiales que tapizan el intestino 
{Fig. 11.16). Las microvellosidades de estas eelulas forman una capa sobre la 
superficie apical (denominada borde en cepillo) que consta aproximadamente 
de un millar de microvellosidades por celula y que aumenta de 10 a 20 veces la 
superficie util para la absorción. Ademas de su papel en la absorción, unas formas 
especializadas de microvellGsidades, los esterocilios de las eelulas auditivas, son 
las responsables de la audición medianie la detección de las vibraciones sonoras. 
Su abundancia y facilidad de aislamiento ha facilitado el analisis estructuraf 
detaflado de las microvellosidades intestinales, las euales contienen haces pa- 
ralelos de 20 a 30 filamentos de actina estrechamente agrupados (Fig. 11.17). 
Los filamentos en estos haces estan entrelazados en parte por la fimbrina, una 
proteina formadora de haces de actina (vista anteriormente) que esta presente 
en las proyecciones superficiales de varios tipos de eelulas. Sin embargo, la pro¬ 
teina formadora de haces de actina mas importante en las microvelfosidades in- 



0,25 um 


Figura 11.16 

Microg rafia electrónica de microvello- 
sidades. Las microvellosidades (flechas) 
de las eelulas epiteliales intestinales son 
proyecciones digitiformes de la membra¬ 
na plasmatica, Se sostienen mediante ha¬ 
ces de actina anclados en una densa re¬ 
gion del córtex llamada la red terminal, 
(Cortesia de Nobutaka Hirokawa,) 
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Figura 11,17 

Organización de las microyeNosidades, Los filamentos de actina centrales de las mi- 

croyellosidades se entrelazan mediante ta fimbrina y la viliina s constituyendo haces estre- 
chamente agrupados, A to largo de su estructura se unen a la membrana plasmatica a 
traves de brazos taterales, constituidos por miosina I y calmodutina. Los extremcs 
«mas»de los f ilamentos de actina estan embebidosen una capsula de proteinas no identi- 
ficadas en la punta de la microvellosidad. 

testinales es la villina, una proteina de 95 kDa presente en las microvellosidades 
de solo unos pocos tipos de celulas especializadas, tales como las que taplzan el 
Intestino y los tubulos renales, A lo largo de su estructura, los haces de actina de las 
microvellosidades se encuentran unidos a la membrana plasmatica a traves de 
brazos laterales constituidos por la proteina fijadora de calcio calmodutina en aso- 
ciación eon la miosina I, la cual puede estar implicada en el mowmiento de la mem¬ 
brana plasmatica a lo largo del haz de actina de la microvellosidad, En su base, los 
haces de actina estan anefados en una region rica en espectrina de la corteza de 
actina llamada ta red terminal, que entretaza y estabiliza las microvel!osidades. 

A diferencia de las microvellosidades, muchas protuberancias superticiales 
son estructuras transitorias que se forma n en respuesta a esti mulos ambientales. 
Varios tipos de estas estructuras se extienden desde la parte anterior de la celula 
en movimiento y estan implicados en ta locomoción celular (Fig. 11.18). Los 
pseudópodos son extensiones de un ancho moderado, basados en filamentos 
de actina entrelazados en una red tridimensional T que son responsabies de la 
fagocitosis y del movimiento de las amebas sobre una superficie. Los la me lipo- 
di os son extensiones anchas, laminares, del borde apical de los fibroblastos, que 
de forma similar contienen una red de filamentos de actina. Muchas celulas tam- 
bien extienden microespinas o filopodios, proyecciones delgadas de la mem¬ 
brana plasmatica sustentadas por haces de actina. La formación y retracción de 
estas estructuras se basa en el ensamblaje y desensamblaje regulado de los 
filamentos de actina, como se discute en el siguiente apartado. 


Figura 11,18 

Ejemplos de proyecciones celulares superficiales impJicadas en la fagocitosis y et 
movimiento. (A) Micrografia electrónica de barndo mostrando pseudópodos de un ma- 
crófago engullendo una celula tumorat durante Ja fagocitosis, (B) Ameba eon varios pseu¬ 
dópodos extendidos, (C ) Celula de cultivo tisufar mostrando lamelipodios (L) y filopodios 
(flecha). (A, K. WassermannA/isuals Unlimited; B, Stanley FleglerA/isuals Unlimited; C, 
Don Fawcett/Photo Researchers, Inc.) 
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Actina, miosina y movimiento celular 

Los filamentos de actina, generatmente asociados eon la miosina. son los re$- 
ponsables de muchos tipos de movimientos celulares La miosina es el prototi- 
po de motor molecular — una proteina que convierte energia qurmica en forma 
de ATP en energia mecanica, generando de esta manera fuerza y movimiento, 
El tipo de movimi@nto mas sorprendente es la contracción muscular, que ha 
proporcionado el modelo para comprender las interacciones actina-miosina y la 
actividad motora de las moleculas de miosina. Sin embargo, las interacciones 
entre la actina y la miosina son las responsables no sólo de la contracción mus- 
cular sino tambien de diversos tipos de movimientos de las celulas no muscula¬ 
res, incluyendo la división celular, por lo que estas interacciones desempehan 
un papel central en la biologia celular. Mas aun, ei citoesqueleto de actina es el 
responsable del movimiento de arrastre de las celulas a to largo de una superfi- 
cie, que parece que esta dirigido directamente por la polimerización de la actina 
asi como por interacciones actina-miosina. 

Contracción muscułar 


Figura 11.19 

Estructura de las celulas muscula¬ 
res. Los musculos se componen de ha- 
ces de celulas individuales largas (lla- 
madas fibras musculares) que se 
forman por fusión celular y que contie- 
nen muttiples nucleos, Gada fibra mus¬ 
cular contiene muchas miofibrillas, que 
a su vez son haces de filamentos de ac¬ 
tina y miosina organ izados en una ca- 
dena de unidades repetidas llamadas 
sarcomeros 
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Las celulas musculares estan altamente especializadas en una unica tarea, la 
contracción, y es esta especializactón en su estructura y función lo que convierte 
al musculo en el prototipo para el estudlo del movimlento a nivei molecular y 
celular. Existen tres tipos distintos de celulas musculares en los vertebrados: 
musculo esąueletico, responsable de todos los movimientos voluntarios; musculo 
cardfaco, que bombea la sangre desde el corazón; y musculo liso r responsable 
de los movimientos involuntarios de órganos tales como el estómago, intestino, 
utero y vasos sanguineos. Tanto en el musculo esqueletico como en el musculo 
cardiaco, los element os contractiles del citoesgueleto aparecen en estructuras 
altamente organizadas que dan lugar al patron caractenstico de estriaciones 
transversafes. La caracterización de estas estructuras en el musculo esqueletico 
es lo que nos ha permitido comprender la contracción muscular, y otros movi- 
mientos celulares basados en la actina, a nivel molecular, 

Los museufos esqueleticos son haces de fibras musculares. que son celulas 
individuales grandes (de aproxtma- 
damente 50 nm de diametro y varios 
centfmetros de longitud) formadas 
por la fusión de muchas celulas indi- 
viduales durante el desarrollo (Fig 
11.19), La mayor parte del citoplas- 
ma esta constituido por miofibrillas. 
que son haces cilindricos de dos ti¬ 
pos de filamentos: filamentos grue- 
sos de miosina (aproxlmadamente 
de 15 nm de diametro) y filamentos 
delgados de actina (alrededor de 
7 nm de diametro). Cada miofibrilla 
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Figura 1h20 

Estructura del sarcómero. (A) Micrografia electrónica de 
un sarcómero. (B) Diagrama mostrando ta organización de 
los filamentos de actina (delgados) y miosina (gruesos) en 
las regiones indicadas, (A, Frank A Repe/Biologica! Photo 
Service.) 
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se estructura a modo de una cadena de unidades contractiles llamadas sarcó- 
meros. que son los responsables de la apariencia estriada de los miisculos 
cardfaco y esquelettco. 

Los sarcómeros (que miden aproxtmadamente 2,3 nm de longitud) constan 
de varias regiones diferenciadas, discernibles por microscopfa electrónica, lo 
que permitio revelar el mecanismo de la contracción muscular (Fig, 11,20), Los 
extremos de cada sarcómero vienen delimitados por el disco Z, Dentro de cada 
sarcómero alternan bandas oścu ras (llamadas bandas A porque son anisótro- 
pas cuando se obsen/an eon luz polan za da) eon bandas claras (llamadas ban¬ 
das I por ser /sótropas). Estas bandas se corresponden eon la presencia o 
ausencia de filamentos de miosina. Las bandas I solamente contienen filamen- 
tos delgados (de actina), mientras que las bandas A contienen filamentos grue¬ 
sos (de miosina). Los filamentos de miosina y actina se solapan en regiones 
perifericas de la banda A, mientras que una region intermedia (llamada zona H) 
contiene solo miosina. Los filamentos de actina se unen por sus extremos 
«mas»at disco Z, que contiene la proteina de entreeruzamiento a-actinina, Los 
filamentos de miosina se unen en la zona media del sarcómero, la linea M. 

Otras dos protefnas (titina y nebulina) tambien contribuyen a la estructura y 
estabilidad del sarcómero (Fig, 11.21). La titina es una proteina extremadamen- 
te grandę {3.000 kDa), y se extienden moleculas individuales de titina desde la 
linea M hasta e! disco Z. Estas largas moleculas de titina se cree que actuan 
como muelles que mantienen los filamentos de miosina centrados en el sarcó- 


Figura 1t21 

Titina y nebulina. Las moleculas de titi¬ 
na se exfienden desde el disco Z hasta la 
linea M y actuan como muelles que man- 
tienen los filamentos de miosina centra¬ 
dos en el sarcómero. Las moleculas de 
nebulina se extienden desde el disco Z y 
se piensa que determinan la longitud de 
los filamentos de actina asociados. 
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Figura 11.22 

Modelo de deslizamiento de los filamen- 
tos de la contracción muscular. Los fi- 

lamentos de actina se desłizan sobre los 
filamentos de miosina hada la zona media 
del sarcómero. El resultado es el acorta- 
mlento del sarcómero sin ningun cambio 
en la longitud de los filamentos. 
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mero y mantienen la tensión de reposo que permite al musculo retraerse si se 
extiende en exceso. Los filamentos de nebulina estan asociados eon la actina y 
se piensa que regulan el ensamblaje de los filamentos de actina actuando como 
reglas que determinan su longitud. 

La base para comprender la contracción muscular es el modelo de destiza- 
m iento de los filamentos, propuesto por primera vez en 1954 por Andrew 
Huxley y Ralph Niedergerke y por Hugh Huxley y Jean Hanson (Fig, 11,22). 
Durante ta contracción muscular, cada sarcómero se encoge, acercando los 
discos Z, La amplitud de la banda A no varfa, pero tanto las bandas I como la 
zona H casi desaparecen por completo, Estos cambios se exp!ican porque los 
filamentos de actina y miosina se desłizan uno sobre otro, por lo que los filamen¬ 
tos de actina ocupan la banda A y la zona H, Por lo tanto, la contracción muscu¬ 
lar se debe a la tnteraccion entre los filamentos de actina y miosina que genera 
el movimiento relativo de uno respecto al otro. La base molecular de esta inte¬ 
racción es ta unión de la miosina a los filamentos de actina, lo que permite a la 
miosina funcionar como un motor que dirige el deslizamiento de los filamentos. 

Et tipo de miosina presente en el musculo (miosina II) es u na proteina muy 
grandę (aproximadamente 500 kDa) constituida por dos cadenas pesadas identi- 
cas (alrededor de 200 kDa cada u na) y dos pares de cadenas ligeras (alrededor 
de 20 kDa cada una) (Fig. 11.23), Cada cadena pesada consta de una cabeza 
gtobular y de una cola larga en -/-helice. Las colas en z-helice de dos cadenas 
pesadas se enrollan una alrededor de la otrą en una estructura de espiral enrolla- 
da (coiled-coif) para formar un dimero, y dos cadenas ligeras se asocian eon el 
cuelto de cada region de la cabeza para formar la molecula completa de miosina II 

Los filamentos gruesos del musculo estan constituidos por varios cientos de 
molecuias de miosina, unidas por interacciones entre sus colas, en una disposi- 
ción paralela escafonada (Fig. 11.24). Las cabezas globulares de miosina se 
unen a la actina, formando puentes cruzados entre los filamentos gruesos y 
delgados. Es importante seńatar que la orientación de las molecuias de miosina 
de los filamentos gruesos se invierte a partir de la linea M def sarcómero. De 
igua! forma, la polaridad de los filamentos de actina (los cuales se unen a los 


Figura 11.23 

Miosina II, La molecula de miosina II consta de dos cadenas pesadas y dos pares de 
cadenas ligeras (denomśnadas cadenas ligeras esenciales y reguladoras). Las cadenas 
pesadas tienen regiones de cabeza globular y colas largas en ?-helice, que se enroflan 
una alrededor de la otrą para formar dimeros. 
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Figura 11 24 

Grganizaeión de ios filamentos gruesos de miosina. Los filamentos gruesos estan 
constituidos por Ja asociación de varios cientos de moleculas de miosina II en una forma- 
ción escalonada. Las cabezas giobulares de la miosina se unen a la actina, formando 
puentes cmzados entre los filamentos de miosina y de actina. La orientadón de los fila¬ 
mentos de actina y miosina se invierte a partir de la linea IVL por lo que su polandad 
reiativa es igual en ambos lados del sarcómero. 


discosZ por sus extremos «mas») se invierte a partir de la linea M f por lo que la 
orientadón relativa de los filamentos de actina y miosina es la misma en ambas 
mitades del sarcómero. Como se vera mas adelante, la actividad motora de la 
miosina mueve sus grupos de cabeza a !o largo del filamento de actina en la 
dirección del extremo «mas». Este movimiento desliza los filamentos de actina 
desde ambos lados del sarcómero hacia la linea M, lo que acorta el sarcómero y 
tiene como resultado en la contracción muscular. 

Ademas de unirse a la actina, las cabezas de miosina fijan e hidrolizan ATP. 
el cual proporciona la energia para dirigir el desiizamiento de los filamentos. 
Esta transformación de energia quimica en movimiento se realiza mediante 
cambios en la forma de la miosina debidos a la unlón del ATP, Ei modelo co- 
munmente aceptado (el modelo de vaiven o balanceo deJ puente cruzado) es 
que la hidrólisis de ATP provoca repetidos ciclos de interacción entre las cabe¬ 
zas de miosina y la actina. Durante eada ciclo, los cambios conformacionales en 
la miosina conducen al movimiento de las cabezas de miosina a lo largo de los 
filamentos de actina. 

Aunque los mecanismos moleculares no estan todavia completamente dilu- 
ddados, se ha proporcionado un modeio piausible de la actividad de !a miosina 
a partir de estudios in vitro del movimiento de la miosina a lo largo de filamentos 
de actina (un sistema desarroflado por James Spudich y Michael Sheetz) y a 
partir de la determinación de la estructura tndimensional de la miosina por lvan 
Rayment y sus colaboradores (Fig, 11.25). E! ciclo comienza eon la miosina (en 
ausencia de ATP) unida fuertemente a la actina. La unión de ATP disocia el 
complejo miosina-actina y la hidrólisis del ATP induce un cambio conformacio¬ 
na! en la miosina, Este cambio afecta a la region del cuełlo de la miosina que 
une las cadenas ligeras (vease Fig, 11.23), que actua como un brazo de palan- 
ca desplazando la cabeza de miosina aproximadamente 5 nm. Los productos 
de la hidrólisis (ADP y P.) permanecen unidos a la cabeza de miosina, diciendo- 
se que esta en posición «ladeada». La cabeza de miosina se vuelve a unir al 
filamento de actina en una nueva posición, produciendose la liberación de ADP y 
P. y disparando el «golpe de potencia», por el cual la cabeza de miosina retorna a 
su conformación inicial, deslizando de esa manera los filamentos de actina hacia 
la linea M del sarcómero. 


Figura 11.25 

Modelo para la aetuación de la miosina. La unión del ATP disocia la miosina de la actina 
Entonces la hidrólisis de ATP induce un cambio conformacional que des plaż a al grupo de 
cabeza de la miosina, A esto le sigue la unión de i a cabeza de miosina en una nueva 
posición sobre ei filamento de actina y la liberación de ADP y P„ El regreso de la cabeza de 
miosina a su conformación original dirige el desiizamiento del filamento de actina. 
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Figura 11,26 

Asociación de la tropomiosina y tropo- 
ninas a los tilamentos de actina. (A) La 

Iropomiosina se une longitudinalmente a 
lo largo de los filamentos de actina y, en el 
musculo estriado, se asocia eon un com- 
plejo de tres troponinas: troponina I (Tnl), 
troponina C (TnC) y troponina T (TnT), En 
ausencia de Ca 2 ", el complejo de tropomio- 
sina-troponina bloguea la fijaeión de la 
miosina a la actina. La unión del Ca £ł a la 
TnC altera la disposición del complejo, re- 
tirando la inhibición y permitiendo que la 
contracción tenga lugar. (B) Vista en sec- 
ción transversal. 


La contracción del musculo esqueletico es disparada por impulsos nervio- 
sos que estimulan la fiberación de Ca 2 ' desde el reticulo sarcoplasmico —una 
red especializada de membranas internas, similar af reticulo endoplasmatico, 
que almacena una elevada concentración de iones Ca 24 —. La liberación del Ca 2 ' 
desde el reticulo sarcoplasmico inerementa la concentración de Ca 24 en el cito- 
sol desde, aproximadamente, IG" 7 a M. El aumento de la concentración de 
Ca 2ł es la seńal para la contracción muscular, intemniendo dos protemas acce- 
sorias unidas a los filamentos de actina: la tropomiosina y la troponina {Fig. 
11.25), La tropomiosina es una proteina fibrosa que se une a lo targo del surco 
de los filamentos de actina. En el musculo estriado, cada molecula de tropomio¬ 
sina se une a la troponina, la cual es un complejo de tres polipeptidos: troponina 
C (de unión a Ca 24 ), troponina I (inhibidora), y troponina T (de unión a la tropo- 
miosina), Cuando la concentración de Ca 2+ es baja, el complejo de las troponi¬ 
nas eon la Iropomiosina bfoquea la interacción de la actina y la miosina, por lo 
que el musculo no se contrae. A altas concentraciones, la unión del Ca 24 a la 
troponina C altera la disposición del complejo, retirando la inhibición y permi¬ 
tiendo que se produzca la contracción, 

Asociaciones contractiles de actina t/ miosina en celu i as 
no muscttlares 

En las celuias no musculares tambien se eneuentran asociaciones contractiles 
de actina y miosina, similares a versiones a pequeńa escala de las fi bras mus¬ 
culares. Al igual que en el musculo, los filamentos de actina en estos ensambla- 
jes contractiles estan intercalados eon filamentos bipolares de miosina II, cons- 
tituidos por 15 a 20 moleculas de miosina II, los cuales producen la contracción 
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Figura 11.27 

Asociaciones contractiles en celulas no musculares. Los filamen¬ 
tos bipolares de miosina II producen la contracción deslizando los fila- 
mentos de actina en direcciones opuestas. 
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deslizando los filamentos de actina uno sobre otro (Fig 11.27). Los filamentos 
de actina en los haces contractiles de las celulas no musculares tambien estan 
asociados a la tropomiosina, que facilita su interacción eon la miosina li, proba- 
blemente en competencia eon la filamina por los sitios de unión a la actina, 

Dos ejemplos de asociaciones contractiles en celulas no musculares, las 
fibras de estres y los cinturones de adhesión, fueron tratados anteriormente al 
hablar de la unión del citoesqueleto de actina a regiones de contacto sustrato- 
celula y celula-celuta (veanse Figs. 11.14 y 11.15). La contracción de las fibras 
de estres genera tensión a lo largo de ia celula, permitiendo a la celula tirar del 
sustrato (p. ej., la matriz extracelular) al que esta anclada. La contracción de los 
cinturones de adhesión altera la forma de fas capas de las celulas eptteliales: un 
proceso que es particularmente importante durante el desarrollo embrionario, 
cuando las capas de celulas epiteliales se pliegan para generar estructuras 
como pueden ser los tubos. 

Sin embargo, el ejemplo mas notorio de contracción mediada por actina- 
miosina en cólulas no-musculares lo proporetona la citocinesis —la división de 
una celula en dos tras la mitosis (Fig. 11.28)—. Hacia el finał de la mitosis en las 
celulas animales, un anillo contracti! formado por filamentos de actina y de 
miosina II se ensambla justo debajo de la membrana plasmatica. Al contraerse, 
tira progresivamente de la membrana plasmatica hacia dentro, estrangufando la 
celula por el centro y dividiendola en dos Es interesante seńaiar que el grosor 
del anillo contractil permanece constante segun se contrae, lo que implica que 
los filamentos de actina se desensamblan a medida que avanza la contracción. 
Tras la división celular el anillo se disgrega por completo. 

La regulación de la contracción por actina-miosina en e\ musculo estriado, 
vista anteriormente, tiene lugar mediante la unión de Ca 2+ a la troponina. Sin 
embargo, en Sas celulas no musculares y en e! musculo liso la contracción se 
reguła principatmente por la fosforilación de una de las cadenas ligeras de la 
miosina, la denominada cadena ligera reguladora (Fig, 11.29). La fosforilación 
de la cadena ligera reguladora en estas celulas fiene al me nos dos efectos: 
promueve el ensamblaje de la miosina en filamentos, y aumenta la actividad 
catalitica de la miosina, permitiendo que la contracción tenga lugar. La enzima 
que cataliza esta fosforilación, denominada quinasa de la cadena ligera de la 
miosina, esta regulada por la asociación eon la proteina de unión de Ca 2+ cal- 
modulina El aumento del Ga^ citosólico promueve la unión de la ealmodulina 
a la quinasa. lo que origina la fosforilación de la cadena ligera reguladora de la 
miosina. Por lo tanio, el ineremento del Ca 2+ citosólico es ef responsable. aun- 
que indirectamente, de la activación de la miosina en el musculo liso y en las 
celulas no musculares, asf como en el musculo estriado. 


Figura 11.28 

Citocinesis. Tras completarse la mitosis (división nuclear), un anillo contractil formado 
por filamentos de actina y miosina II divide la celula en dos. 
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Figura 11,29 

Regulación de la miosina por fosforilación. El Ca^ se fija a la calmodulina. que a su 
vez se une a la quinasa de la cadena ligera de la miosina (MLCK) El corrpJejo activo 
ealmodulina-MCLK entonces fosforila la cadena ligera reguladora de la miosina II, Ig que 
hece que la miosina pasę de un estado inactivo a otro activo 
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Ademas de la miosina II (miosina «convencional» de dos cabezas), en las celu- 
las no musculares se encuentran otros tipos de miosinas. A diferencia de la 
miosina II, estas miosinas «no convencionales» noforman filamentos y por tan- 
to no estan implicadasen la contracción. Sin embargo, pueden estar implicadas 
en otros tipos de movimientos celulares, tales como el transporte de vesiculas 
de membrana y organulos a lo largo de los filamentos de aetina, la fagocitosis y 
la extensión de los pseudópodos en las amebas (vease Fig. 11.18), 

Las miosinas no convencionales mejor estudiadas son miembros de la fami¬ 
lia de la miosina I (Fig. 11,30). Las proteinas miosina I contienen un grupo de 
cabeza globular que actua como un motor molecular, al igual que en la miosina II. 
Sin embargo, los miembros de la familia de la miosina I son moleculas mucho 
mas pegueńas (aproximadamente 110 kDa en las ceiulas de mamiferos) que 
carecen de la cola larga de la miosina II y no forman dimeros. Sus colas pueden 
no obstante unirse a otras estructuras, como a las vesiculas de membrana o a 
organulos. El movimiento de la miosina I a lo largo de un filamento de aetina 
puede entonces transportar la carga que lleve unida, Una función de la miosina I, 
vista anteriormente. es la formación de los brazos laterales que unen a los filamen¬ 
tos de aetina eon !a membrana plasmatica de las microvellosidades intestinales 
(vease Fig. 11.17). En estas estructuras, la actividad motora de la miosina l puede 
mover la membrana plasmatica a lo largo de los haces de aetina haaa la punta de 
la microvellosidad, La miosina I podda intervenir tambien en el transporte de las 
vesicu!as y de los organulos a lo largo de los filamentos de aetina y en el movimiento 
de la membrana plasmatica durante la fagocitosis y la extensión de pseudópodos, 
Ademas de las miosinas I y II, al menos otras 12 clases de miosinas no con- 
vencionales (III hasta XIV) han sido identificadas. Algunas de estas miosinas no 
convendonales tienen dos cabezas como la miosina II, mientras que otras pre- 
sentan una cabeza como la miosina I (Fig, 11 31). Las funciones de la mayor 
parte de estas miosinas no convencionales no se han determinado, pero se ha 
demostrado claramente que algunas desempenan un papel importante en el mo- 
yimiento de los organulos (miosinas V y VI) y en funciones sensoriales tales como 
la visión (miosina III) y la audición (miosinas VI y VII). Ademas, algunas de estas 
miosinas participan en la reorgamzación de filamentos de aetina, 


Filamento de aetina 



Figura 11.30 

Miosina I, La miosina I contiene un grupo 
de cabeza similara la miosina II, pero pre- 
senta una cola comparativamente peque- 
na y no forma dtmeros ni filamentos. Aun- 
que no puede inducir la contracción, ta 
miosina i puede trastadarse a lo largo de 
los filamentos de aetina (hacia el exlremo 
«mas») portando diversos cargas (como 
vesiculas de membrana) unidas a su cola. 
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Figura 1F31 

Extremo + Miosina V. La miosina V es una miosina eon dos cabezas como ta 
!! Transporta organetos y otrą mercanda (p. ej., filamentos inter- 
medios) hacia los extremos + de los filamentos de actina. El mode- 
lo que se muestra esta basado en datos rectentes obtenidos por 
cristalografia de rayos X. (R. D. Vale, 2003. Cetf 112: 467.) 


Migración y arr astrę celni ar 

El movimiento de las celulas sobre una superficie representa una forma 
basica de locomoción celular, empleada por varios tipos de celulas. 
Ejemplos de esto son los movimientos de las amebas, la migración de 
las celulas embrionarias durante el desarrollo, la rnvasión de tejidos por 
los glóbulos blancos sanguineos para combatir una infeccion, la migra¬ 
ción de las celulas implicadas en la cicatnzación de las heridas y la 
propagación de las celulas cancerosas durante la metastasis de los 
tumores malignos. Movimientos similares son tambien los responsa- 
bles de la fagocitosis y de la extensión de las prolongaciones de las 
celulas nen/iosas durante el desarrollo del sistema nervioso. Todos es- 
tos movimientos se basan en las propiedades dtnamicas del citoesgue- 
leto de actina, aungue aun no se comprende en su totalidad los detalles 
del mecanismo. 

La migración o arrastre celular implica un ciclo coordinado de movi- 
mientos, en el que pueden identificarse tres pasos. En primer lugar, se 
deben extender protuberanciascomo pseudópodos, lamelipodios o mi- 
croespinas (vease Fig, 11.18) desde ef borde delantero de la celula 
(Fig. 11.32). En segundo lugar, estas exfensiones deben sujetarse al 
sustrato por el que la celula migra. Finalmente, el borde posterior de la celula 
debe disociarse del sustrato y retraerse hacia el cuerpo celular, Una variedad 
de experimentos indican que la extensión del frente de avance implica la ramifi- 
cación y polimerización de filamentos de actina. Asi\ la inhibición de !a pofimeri- 
zación de actina (p. ej., mediante el tratamiento eon citocalasina) bloquea la 
formación de prolongaciones de la superficie celular. 

El movimiento celular in vivo se entiende mejor en la cicatrización de heri- 
das, donde las celulas del borde de un corte se mueven sobre la matriz extrace- 
lular, o las celulas subyacentes, para cubrir la herida. La regulación de este 
proceso implica a proteinas GTPasas de bajo peso moleeufar de la familia Rho, 
de las que se habla en el Capitulo 13. Las proteinas Rho inician el crecimiento 
local y la ramificación de los filamentos de actina, activando al complejo Arp2/3 
para crear ramas y a la ADF/cofilina para escindir los filamentos preexistentes y 
permitir nuevo crecimiento a parttr de los nuevos extremos positivos. A medida 
que se extienden los nuevos microfilamentos en la prolongación celular, los 
microtubulos reorganizados y los nuevos microfilamentos proporcionan vias 
para el suministro de vesfculas membranosas y proteinas, necesarias para la 
sucesiva extensión. Entre estas proteinas se eneuentran las proteinas tormado- 
ras de haces de actina, necesarias para la formación de haces de actina y fibras 
de estres inmediatamente detras del frente de avance r proteinas de la familia 
cafponina, proteinas como la talina y la vinculina que se eneuentran en las ad- 
hesiones focales (vśase Fig. 11.14) y la cortactina—una proteina asociada a la 
membrana, que ancla al complejo Arp2/3 a la membrana en el frente de avance. 
Las proteinas de los filamentos intermedios tambien son transportadas hacia el 


Figura 11,32 

Arrastre celular, El movimiento de arrastre de las celulas a traves de una superficie 
puede considerarse como tres pasos de un movimienfo coordinado: (1) extensión del 
borde delantero, (2) sujeción de !a zona anterior al sustrato y (3) retracción de la parte 
posterior de la celula hacia el cuerpo celular. 
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frente de avance, donde son utilizadas para la reorganización de la red de fila¬ 
mentos intermedios. Tanto la quinesina como la miosinafuncionan como moto- 
res que participan en estos procesos. En las neuronas, la miosina no conven- 
cionai, miosina V, es necesaria para proporcfonar los nuevos componentes de 
membrana para la extensión de filopodios. 

La adhesión celular a la superficie, requiere la reconstrucción de las adhe- 
siones celula-sustrato o celula-celula. Para las celulas de movimiento lento, 
como las celulas epiteliales o los fibrobfastos, fa adhesión implica la formación 
de adhesiones focales (vease Fig. 11.14). Las cólulas que se mueven mas rapi- 
do, como las amebas o fos ieucocitos, forman contactos mas difusos eon el 
sustrato, euya composición molecular no se conoce. La reconstrucción de las 
adhesiones focales tiene fugar en dos pasos: la aparición de pequeńos oompl©’ 
jos focales que contienen algunos microfilamentos unidos a integrinas, y el cre- 
cimiento de esos compfejos focales para formar contactos focales maduros 
(ilustradoen la Fig. 11.14). La aparición de contactos focales maduros requiere 
el desarrollo de tensión entre la celula y el sustrato, la cua! se genera medianie 
la acción de los motores de miosina, sobre los haces de actina o las fibras de 
estres. 

El estadio finał de la migración celular, la retracción del extremo posterior, 
implica la acción de pequeńas proteinas de unión a GTP de la familia ARF 
(vease Cap. 9), que degradan las adhesiones focales existentes en el extremo 
posterior de la celula. La contracción de los haces de actina y las fibras de 
estres, conectadas a las nuevas adhesiones focales formadas en el frente de 
avance, genera entonces la fuerza necesaria para arrastrar el extremo posterior 
de fa celula hacia delante. La necesidad de la miosina II para la retracción de! 
extremo posterior fue demostrada en primer fugar en mufantes de Dictyostelium 
que carecen de miosina II, paro es ahora conocida en todas las celulas euca- 
rlotas. 


Filamentos intermedios 

Los filamentos intermedios tienen un diametro de unos 10 nm, el cual es inter- 
medio entre los diametros de los otros dos elementos principales del citoesque- 
lato, los filamentos de actina (de unos 7 nm) y los microtubulos (de unos 25 nm). 
A diferencia de los filamentos de actina y de los microtubulos, los filamentos 
intermedios no estśn direcfamente implieados en fos movimientos celulares. 
Parecen desemperiar basicamente 


un papel estructural proporcionando 
resistencia mecanica a fas celulas y 
tejidos. 

Proteinas de łos filamentos 
intermedios 

Mientras que los filamentos de acti¬ 
na y fos microtubulos son polimeros 
constituidos por un solo tipo de pro¬ 
teinas (actina y tubulina, respectiva- 
mente), los filamentos intermedios 
estan compuestos por diversas pro¬ 
teinas que se expresan en distintos 
tipos de celulas. Mas de 50 protei* 
nas diferentes de filamentos inter- 
medios han sido identificadas y cla- 
sificadas en seis grupos en función 
de las similitudes entre sus secuen- 
cias de aminoacidos (Tabla 11.1). 


TABLA 11.1. Proteinas de los filamentos intermedios 


Tipo 

Proteina 

Tamańo (kD) 

Lugar de expreslón 

I 

Oueratinas acidas (~15 
proteinas) 

40-60 

Celulas epiteliales 

II 

Q u e rat mas neutras o bśsicas 
(-15 proteinas) 

50-70 

Celulas epiteliales 

III 

Vimentina 

54 

Fibroblastos, globu los blancos 
sangufneos y otros tipos de celulas 


Desmina 

53 

Celulas musculares 


Proteina ścida fibrilar glial 

51 

Celulas gliales 

IV 

Periferina 

Proteinas de neurofilamentos 

57 

Ne uroń as perifśrrcas 


INJF-L 

67 

Neuronas 


N F-M 

150 

Neuronas 


NF-H 

200 

Neuronas 


2 -lnternexina 

66 

Neuronas 

V 

La mi nas nucleares 

60-75 

Lśmina nuclear de todo tipo de 
celulas 

VI 

Nestina 

200 

Celulas mądre del sistema nervioso 
central 
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Los tipos I y IE son dos grupos de queratinas, constituidos cada uno por aproxi- 
madamente 15 proteina® diferentes, que se expresan en (as celulas epiteliales. 
Cada tipo de celula epitelial sintetiza a! menos una gueratina de tipo I (acida) y 
una de tipo II (neutra/basica). que copolimerizan para formar filamentos, Algu- 
nas pueratinas de tipo I y II (denominadas queratinas duras) son constituyen- 
ies de estructuras tales como pele, uńas y cuernos. Las otras queratinas de tipo 
! y Ił (queratinas blandas) son abundantes en el citoplasma de las celulas 
epiteliaies, expresandose queratinas diferentes en los distintos tipos celulares 
diferenciados. 

Las proteinas tipo III de filamentos intermedios inciuyen a la vimentina, que 
se eneuentra en diferentes tipos de celulas, incluyendo fibroblastos, celulas de 
musculo liso y glóbulos blancos sangumeos. Otrą proteina tipo III, la desmina, 
se expresa de manera especifica en las celulas musculares, donde conecfa los 
discos Z de los elementos contractiles individuales. Una tercera proteina ttpo (Ib 
de filamentos intermedios se expresa de forma especifica en las celulas gliales, 
y una cuarta en neuronas del sistema nervioso periferico. 

Las proteinas tipo IV de filamentos intermedios incluyen a las tres proteinas 
de neurofilamentos (NF) (designadas NF-L, NF-M, y NF-H de /ight -ligera-, 
medium -media-, he avy -pesada-, respectivamente), Estas proteinas forman 
los filamentos intermedios principales de muchos tipos de neuronas maduras. 
Abundan principalmente en los axones de las neuronas motoras y se piensa 
que desempeńan un papel critico en el sosten de estas prolongaciones largas y 
delgadas, que pueden extenderse mas de un metro de longitud Otrą proteina 
tipo IV (^internexina) se expre$a en una etapa anterior del desarrollo neuronal, 
previa a la expresión de las proteinas de neurofilamentos. La unica proteina tipo 
VI de filamentos intermedios (nestina) se expresa en una etapa anterior del 
desarrollo de las neuronas, en las celulas mądre del sistema nervioso central. 

Las proteinas tipo V de filamentos intermedios son las laminas nucleares. que 
se eneuentran en la mayoria de las celulas eucariotas. En vez de ser parte del 
citoesqueteto, las laminas nucleares son componentes del nucleo, donde se en- 
samblan para formar una red ortogonal sobre la que se asienta la envuelta nu- 
clear y que se extiende difusamente hacia el interior nuclear (vease Fig. 8.3). 

A pesar de la considerable diversidad en el tamańo y en la secuencia de amL 
noacidos, las diferentes proteinas de filamentos intermedios muestran una orga- 
mizactón estructural comun (Fig. 11.33). Todas las proteinas de filamentos inter¬ 
medios tienen un dominio en 7-helice como eje central de aproximadamente 310 
aminoacidos (350 aminoacidos en las laminas nucleares). Este dominio de eje 
central esta flanqueado por dominios amino- y carboxilo- terminales, que varian 
entre las diferentes proteinas de filamentos intermedios en tamańo, secuencia y 
estructura secundaria. Como se tratara a continuación, e! dominio central en z- 
helice juega un papel fundamental en el ensamblaje de los filamentos, mientras 
que los dominios variables de la cabeza y la cola presumiblemente determinan las 
funciones espectficas de las diferentes proteinas de los filamentos intermedios. 

Ensamblaje dc los filamentos intermedios 

El primer paso en el ensamblaje de los filamentos es la formación de drmeros en 
los cuales los dominios de eje central de dos cadenas polipeptidieas estan enro- 
llados uno alrededor del otro en una estructura de espiral enrollada {coiled-coil}, 
similar a Ja formada por las cadenas pesadas de la miosina II (Fig. 11.34). Los 

Figura 11.33 

Estructura de las proteinas de fitamen- 
tos intermedios. Las proteinas de fila- 
mentos intermedios contienen un dominio 
en s-helicecomo eje central de, aproxima- 
damente, 310 aminoacidos (350 aminoa¬ 
cidos en las laminas nucleares). El domi¬ 
nio de cabeza N-terminal y el dominio de 
cola C-terminal vanan en tamańo y forma. 



Dominio del eje central 


N-terminal 


Cabeza 

(Tamańo y estructura variables) 


C-terminal 


Cola 

(Tamańo y estructura variables) 



Capitulo 11 • Citoesgueleto y movimiento celular • 457 



Figura 11,34 

Ensamblaje de los filamentos intermedios. Los dominios 
del eje central de dos polipeptidos se enrollan uno eon otro en 
una estructura de espiral enrollada (coiled coif) para formar di- 
meros. Los dimeros entonces se asocian de un modo escalona- 
do antiparalelo para formar tetrameros. Los tetrameros se aso- 
clan extremo eon extremo para formar protofilamentos y 
lateralmente para formar filamentos. Cada filamento contiene 
aproximadamente ocho protofilamentos enroilados uno alrede- 
dor del otro en una estructura a modo de cuerda. 


i 



i 


Filamento 



dimeros entonces se asocian de un modo escalonado antiparalelo para formar 
tetrameros. que se ensamblan extremo eon extremo para formar protofilamen¬ 
tos. El filamento intermedio resuitante contiene aproximadamente ocho protofila¬ 
mentos enroilados uno alrededor del otro en una estructura a modo de cuerda. 
Debido a que el ensamblaje se produce a partir de tetrameros antiparalelos, am- 
bos extremos de los filamentos intermedios son equivalentes. Por lo tanto, y a 
diferencia de los filamentos de actina y de los microtubulos, los filamentos inter¬ 
medios son apolares; no tienen diferenciados un exlremo «mas» y «menos=>. 

El ensamblaje de filamentos requiere interacciones entre los tipos espeeffi- 
cos de proteinas de filamentos intermedios. Por ejemplo. los filamentos de que- 
ratina siempre se ensamblan a partir de heterodimeros que contienen un poli- 
peptido de tipo I y uno de tipo II. Por el contrario. las proteinas de tipo III pueden 
ensamblarse en filamentos constituidos porun unico polipeptido (p. ej., yimenti- 
na) o constituidos por dos proteinas de tipo III diferentes (p. ej., yimentina mas 
desmina). Sin embargo, las proteinas de tipo lii no forman copolimeros eon las 
queratinas. Entre las proteinas de tipo IV, la x-internexina puede ensamblarse 
en filamentos consigo mistma, mientras que las tres proteinas de neurofilamen- 
tos copoiimerizan para formar heteropotimeros. 

Los filamentos intermedios suelen ser mas estables que los filamentos de 
actina o los microtubulos y no exhiben el compodamiento dinamico asociado a 
estos otros elementos del citoesqueleto (p. ej,, el intercambio rotatorio de los 
filamentos de actina que se muestra en la Fig. 11.4). Sin embargo, las proteinas 
de filamento intermedio suelen ser modifteadas por fosforilación, que puede re- 
gular su ensamblaje y desensamblaje en la celula. El ejemplo mas claro es la 
fosforilación de las laminas nucleares (vease Fig. 8.31), que da como resultado 
en el desensamblaje de la lamina nuclear y la disgregación de la envuelta nu- 
clear durante la mitosis, Los filamentos intermedios citoplasmaticos, como la 
yimentina, tambien son fosforilados, lo que puede llevar a su desensamblaje y 
reorganización durante los procesos de división o migración celular. 

Organización intracelular dc los filmnetitos intermedios 

Los filamentos intermedios forman una elaborada red en el citopiasma de la 
mayorla de las celulas, extendiendose a partir de un anśllo que rodea al nucleo 
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Figura 11.36 

Fijadón de los filamentos intermedlos 
a los desmosomas y hemidesmoso- 
mas. (A) Micrografia electrónica mostran- 
do filamentos de queratina (flechas) unidos 
a piacas densas de p rotę mas intracelufa- 
res a ambos lad os de un des m osom a. (B) 
Esquema de un desmosoma. Los filamen¬ 
tos intermedios estan anclados a lugares 
de adhesión celula-celula mediante la des- 
moplaquina. (C) Esquema de un hemides- 
mosoma. Los filamentos intermedios es¬ 
tan unidos a una integrina por la plectina. 
(A, Don Faweett/Photo Researchers, Inc.) 


Figura 11.35 

Orgamzación intracelular de los filamentos de queratina. Micrografia de celulas epi- 
teliales tenidas eon antieuerpos ffuorescentes contra la queratina (verde). El nucleo se ha 
ten ido de azui. Los filamentos de queratina se extienden a partir de un anillo que rodea al 
nucleo hasta la membrana plasmatica. (Nancy Kedersha/Immunogen/Photo Resear¬ 
chers, Inc,) 


hasta la membrana plasmatica (Fig. 11,35), Tanto los filamentos de queratina 
como los de yimentina se fijan a la envuefta nuclear, aparentemente eon la fun¬ 
ción de posicionar y anclar el nucleo dentro de la celula. Ademas, los filamentos 
intermedios pueden asociarse no solo eon la membrana plasmatica sino tambien 
eon los otros elementos del citoesqueleto, filamentos de actina y microtubulos. 
Por lo tanto, los filamentos intermedios proporcionan un andamiaje que Integra a 
los componentes del citoesgueleto y organiza la estructura interna de la celula. 

Los filamentos de queratina de las celulas epiteliales estan fuertemente an¬ 
clados a la membrana plasmatica en dos areas especializadas de contacto ce- 
lular r los desmosomas y hemidesmosomas (Fig. 11.36). Los desmosomas 
son uniones entre celulas adyacentes, en las que los contactos celula-celula 
estan mediados por proteinas transmembrana relacionadas eon las cadherinas. 
En su lado citoplasmattco, los desmosomas se asocian eon una płaca densa 
caractenstica de proteinas infracelulares, a la que se andan los filamentos de 
queratina. Estos anclajes estan mediados por la desmop!aquina, un miembro 
de una familia de proteinas denominadas plaguinas que unen filamentos inter¬ 
medios y los yinculan a otras estructuras celulares. Los hemidesmosomas son 
uniones morfológicamente similares entre fas celulas epiteliales y el tejido co- 
nectivo subyacente, en las que los filamentos de queratina se unen a las integrb 
nas a fraves de otros miembros de la familia de las plaquinas (p. ej. r plectina). 
Por lo tanto, los desmosomas y hemidesmososmas unen los filamentos inter¬ 
medios a regiones de contacto celula-celula o celula-sustraio, respectivamente, 
de forma similar a como se une el citoesqueleto de actina a la membrana pląs- 
matica en las uniones adherentes y en las adhesiones focales. Es importante 
destacar que los filamentos de queratina anclados a ambos lados de los desmo¬ 
somas sirven como un nexo mecanico entre las celulas adyacentes de una 
capa epitelial, lo que proporciona estabilidad mecanica a todo el tejido. 

Ademas de unir los filamentos intermedios a las uniones celulares, algunas 
plaguinas unen los filamentos intermedios a otros elementos del citoesgueleto. 
La plectina, por ejemplo, se une a filamentos de actina y a microtubulos ademas 
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de a filamentos intermedios, por lo que puede proporcionar puentes entre estos 
componentes deJ citoesqueleto (Fig. 11.37). Se piensa que estos puentes eon 
los filamentos intermedios refuerzan y estabilizan los filamentos de actina y los 
microtubulos, lo que inerementa ta estabilidad mecanica cle la celula. 

Dos tipos de filamentos intermedios, la desmina y los neurofilamentos. de- 
sempeńan un papel especializado en el musculo y en las celulas nen/iosas, 
respeeth/amente. La desmina conecta los ensambtajes individuales de actina- 
miosina de las celulas musculares entre si y a la membrana plasmatica, vincu- 
lando de esta manera la acción de los elementos contractiles individuales. Los 
neurofilamentos son los filamentos intermedios principales en la mayoria de las 
neuronas maduras. Son particularmente abundantes en los largos axones de 
las motoneuronas, donde parece que se anclan a los filamentos de actina y a 
los microtubulos a traves de miembros neuronales de la familia de las plaqui- 
nas. Se piensa que los neurofilamentos desempeńan un papel importante en 
proporcionarsoporte mecanico y en estabilizar otros elementos del citoesquele- 
to en estas extensiones largas y delgadas de las celulas nen/iosas. 

Funciones de las ąueratinas y neurofilamentos: enfermedades 
de la piel y sistema neruioso 

Aunque durante mucho tiempo se ha conslderado que los filamentos intermedios 
proporcionan un soporte estructural a la celula. solo recientemente se ha obieni- 
do una evidencia directa de su funcion. AJgunas celulas en cultivo no fabrican 
protemas de filamentos intermedios, lo que indiea que estas protemas no se re- 
quieren para el crecimiento de las celulas in vitro , De forma similan al inyectar 
antieuerpo contra yimentina en celulas cu!tivadas se disgregan las redes de fila¬ 
mentos intermedios sin afectar al crecimiento celular o a! movrmiento. Por io tan¬ 
io, se ha pensado que los filamentos intermedios se necesitan principalmente para 
fortalecer e! citoesqueleto de las celulas en los tejidos de los organismos multicelu- 
tares, donde estos estan sujetos a una gran yariedad de tensiones mecanicas que 
no afectan a las celulas en el ambiente aisiado de una płaca de cultivo. 

La eyidencia experimental de tal papel in vivode los filamentos intermedios 
se obtuvo por primera vez en 1991 mediante estudtos en el laboratorio de Elaine 
Fuchs, Estos invesfigadores utilizaron ratones transgenicos para investigar los 
efectos in vivo de la expressón de un mutante de de leci on de gueratina, que 
codificaba un polipeptido incompleto que imposibilitaba que se formaran fila¬ 
mentos normales de gueratina (Fig. 11 38). Este gen mutado de gueratina se 



Figura 11.37 

Micrografia electrónica de puentes de 
plectina entre filamentos intermedios y 
microtubulos. Micrografia de un fibroblas- 
to tenido eon un antieuerpo contra la plecti¬ 
na, La micrografta ha sido colo re ad a artifi- 
cialmente para mostrar la plectina (verde), 
los antieuerpos contra la plectina (amari- 
llo) t los filamentos intermedios (azul) y los 
microtubulos (rojo), (Cortesta de Tatyana 
Svitkina y Gary Borisy, University of Wis- 
consin/Madison.) 
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Figura 7 1,38 

Demostración experimental de la fun¬ 
ción de ia gueratina. Un plasmido que 
codifica una queratina mutante que inter- 
fiere en el ensamblaje normal de los fila¬ 
mentos de gueratina se microinyectó den- 
tro de un pronudeo de un huevo 
fecundado. El embrion microinyectado fue 
entonces transferido a una mądre de al- 
quiler, y algunos miembros de la descem 
dencia incorporaron el gen de ia gueratina 
mutante en su gen o ma. La expresión del 
gen mutado en estos ratones transgeni¬ 
cos altem el citoesqueleto de gueratina de 
las celulas de la epidermis, dando fugar a 
la aparición de graves ampollas en la piel 
debido a iisis celular tras una tensión me- 


Progenie 


canrca suave. 
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Experimento clave 


La expresión de u na queratina mutante causa 
un desarrollo anómalo de la piel 


La expresión de una queratina mutante en ratones transgenicos causa 
senas anomalias semejantes a una enfermedad genetica humana de fa piel, 

Robert Vassar f Pierre A, Coulombe, Linda Degensteln. Kathryn Albers 
y Elaine Fuchs 

Universidad de Chicago 

Celi 1991, 1 /oiumen 64, pśgs. 365-380 


Contexto 

En 1991, los filamentos intermedios 
de las celulas epiteliaJes eran bien 
conocidos y se estaba estudiando 
ia aparición, a lo largo del 
desarrollo, de diferentes formas de 
queratinas de tipo i y tipo II en la 
piel. Lo que permanecia 
desconocido para cualquier 
fiJamento intermedio era su función. 
Mientras que todas las celulas de 
los vertebrados contienen 
filamentos intermedios, las lineas 
celulares que carecen de ellos 
sobreviven en cultivo y siguen 
proliferando, Asi, cualquiera que 
fuese su función, no eran 
Importantes para fas celulas en 
cultivo, aunque quizas sr para las 
celulas en el interior de los tejidos 
de organ ismos multicelulares. 

Fuchs y sus co lab o rad o res 
sabian que durante el desarrollo 
temprano, el epitelio de la piel 
expresaba queratina 5 (de tipo I) y 
queratina 14 (de tipo II) Puesto que 
las queratinas poiimerizan como 
heterodimeros, se creia que la 
expresión de una proteina anómala 
podia interferir eon la formación de 
los filamentos intermedios 
normales, Fuchs y sus 
colaboradores inicialmente 
estudiaron esta posibilidad en 
celulas de la piel en cultivo, y 
demostraron que la expresión de 
una queratina 14 truncada, 
inferferia eon la formación de los 
filamentos de queratina. Esto 
sugeria que la expresión sfmilar de 
una queratina mutante en ratones 
transgenicos, podria causar un 
defecto en fa red de filamentos 
intermedios de las celulas de la piel 
de un embrion. Si esto ocurria, 
propordonaria una prueba del 


papel de los filamentos intermedios 
en el tejido intacto. 

En los expenmentos aqui 
descritos, Fuchs y sus 
colaboradores demostraron que la 
expresión de una gueratina 
mutante en ratones transgenicos. 
no solo alteraba la red de los 
filamentos intermedios en las 
celulas de la piel, sino que tambien 
deseneadenaba defectos severos 
en la organ ización y estabilidad del 
tejido de la piel Asi, estos 
experimentos proporcionaron la 
primera demostracion de un papel 
fisiológico para los filamentos 
intermedios, 

Experimentos 

Para sus primeros experimentos en 
celulas en cultivo, Fuchs y 
colaboradores construyeron un gen 
de queratina 14 mutante, en el que 
se expresaba una proteina 
truncada que carecfa del 30% de la 
region central del dominio sf-helice y 
de toda la cola carboxiio terminal, a 
partir del promotor normal de ia 
queratina. Para investigarel papel 
de la queratina 14 en el desarrollo 
temprano del ratón, Introdujeron el 
plasmido que codificaba esta 
queratina 14 mutante en óvulos 
fertilizados de ratón, que se 
transfirieron a madres adoptivas y 
se permitió el desarrollo de la 
descendencia. Toda la 
descendencia fue analizada para la 
gueratina 14, y algunos eran 
transgenicos y expresaban la 
gueratina 14 mutante. 

La mayona de los animales 
transgenicos muneron en las 24 
horas siguientes al nacimiento, 
Aquelios que sobrevivieron mas 
tiempo mostraron anomalias 



Elaine Fuchs 
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safifiwł-tasssa*; 

Piel de un ratón normal y uno trans gen i co. 
(Arrtba) Piel de un ratón normal que 
muestra las capas externas altamente 
organizadas (corchetes) sin es pa cios 
intermedios entre el tejido intacto 
subyacente, (Abajo) Piel de un ratón 
transgenico que muestra una severa 
des organ ización de las capas externas, 
que conlienen espacios debido a la 
abrasion por tra u mat ismos meeanicos y se 
eneuentran sępa rad as del tejido 
subyacente (flechas). 
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La expresión de una gueratina mutante causa un desarrollo anómafo de la piel (continuación) 


severas de la piel, incluyendo 
ampollas debido a la lisis de celulas 
epidermicas despues de traumas 
mecanicos feves, como el 
rozamlento de la piel, El analisis 
mediante tinción de secciones de 
lejido de la piel de los animaies 
trangenicos, demostró la severa 
desorganización de la epidermis de 
los an imałeś mas afectados 
(v'ease figura) y zonas de tej ido 
desorganlzado en el resto. La 
expresión por zonas, es 
caractenstica de un an i ma! 
mosaico donde parte del tejido se 
desarrolla a partir de celulas 
embrionarias normales y otrą a 
partir de celulas que portan el 
transgen. Analizando la expresión 
de la proteina mutante, 
encontraron que las areas de tejido 
desorganizado se correlacionaban 
eon la expre$lón de la gueratina 14 
mutante. Adicionalmente, existia 
una clara correlación entre la 
cantidad de epidermis 
desorganizada y la susceptibilidad 
de sufrir lesiones de la piel y la 
muerte durante el trauma del 
nadmiento. 


Fuchs y sus colaboradores 
observaron ademas. que el patron 
de desorganización tisular en los 
ratones transgenicos, se parecia al 
observado en un grupo de 
enfermedades cutaneas humanas 
denominadas epidermolisis bullosa 
simplex. Asf, compararon 
secciones de tejido de ratones 
transgenicos, eon secciones 
obtenidas de la piel de un paciente 
humano, y encontraron patrones 
muy similares de alteración tisular, 
A partir de estas observaciones. 
Fuchs y sus colaboradores 
concluyeron que tos defectos en las 
queratinas o proteinas de los 
filamentos intermedios, podian ser 
una causa de enfermedades 
geneticas humanas de la piel. 

Impacto 

Las anomalfas de la piel de estos 
ratones transgenicos 
prcporcionaron la primera prueba 
dtrecta del presunto papel de las 
gueratinas, como fuentes de fuerza 
mecanica para las celulas 
epiteliales en los tejidos. 


Actualmente, se sabe que el 
citoesqueleto de los filamentos 
intermedios es cntico para la 
estructura de los tejidos como la 
piel, intestino T corazón, y el 
musculo esquetetico f que estan 
sujetos a estres mecanico. Por et 
contrario, los eucariotas 
uniceiulares como las levaduras y 
muchos pequehos invertebrados, 
sobreviven perfectamente en 
ausencia de filamentos 
intermedios, a menudo 
modificando el eitoesque!eto de 
actina o de tubulina para que 
cumpla un papel estructura!. Los 
resultados de Fuchs y sus 
colaboradores tambien sugirieron 
una base para varias 
enfermedades humanas. De 
hecho, existen ahora mas de 
diecisiete queratinas diferentes 
cuya defeetuosidad se asocia eon 
enfermedades humanas; estas 
induyen tanto a la gueratina 4 
como a la ąueratina 14, 
iniciafmente estudiadas en ratones 
transgenicos. 


introdujo en los ratones transgenicos, donde fue expresado en las celulas basa- 
les de la epidermis e impedia la formación de un citoesgueleto de ąueratina nor- 
mal. Este hecho desemboeó en el desarroilo de alteraciones graves en la piel, 
inciuyendo ampollas debido a lisis celular epidermica tras un trauma mecanico 
suave, tal como frotarse la piel. De esta forma las alteraciones de la piel de estos 
ratones transgenicos supusieron un apoyo directo al supuesto papel de las querati- 
nas en proporcionar resistencia mecanica a las celulas epiteliales de los tejidos. 
Postehormente, se obtuvo e! mismo resultado en ratones en tos que el gen para 
la misma queratina estaba inactivado por recombinación homóloga, 

Estos experimentos tambien apuntaron a la base motecularde unaenferme- 
dad genetica humana, la epidermolisis bullosa simple (EBS). Al igual que tos 
ratones transgenicos que expresan los genes de queratina mutante, los pacien- 
tes eon esta enfermedad desarroilan ampollas en la piel como consecuencia de 
una lisis celular despues de un trauma !eve, Esta similitud condujo a realizar 
estudios de los genes de la ąueratina en los pacientes EBS, que demostraron 
que la EBS esta causada por mutaciones en el gen de la gueratina que interfle- 
ren en el ensamblaje norma! de los filamentos de gueratina. De esta forma, 
tanto los estudios experimentales en ratones transgenicos como ei analisis mo- 
lecular de una enfermedad genetica humana han demostrado el papel de las 
gueratinas en permitir soportar tensiones mecanicas a las celulas de la piel, 
Estudios posterlores han mostrado que las mutaciones en otras queratinas son 
responsables de otras enfermedades congenitas de ia piel, que se caracterizan 
de forma stmilar por una fragilidad anormal en las celulas epidermicas. 

Otros estudios en ratones transgenicos han implicado a neurofilamentos al- 
terados en enfermedades de las neuronas motoras, particularmente en fa es- 
clerosis lateral amiotrófica (ELA). La ELA, conodda como enfermedad de Lou 
Gehrig y como la enfermedad que afecta al renombrado fisico Stephen Haw- 
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Figura 11.39 

Estructura de los microtubulos. Los 

dimeros de y de /Mubulina polimerizan 
para formar microtubulos, que estan cons- 
lituidos por 13 protofilamentos ensambla- 
dos alrededorde un corazón hueco. 


king, resulta de una perdida progresja de las neuronas m oto ras, que a su vez 
conduce a una atrofia muscular, paralisis. y posterior muerte. La ELA y otros 
tipos de enfermedades de las motoneuronas se caracterizan por la acumulación 
y ensamblaje anormal de los neurofilamentos, lo que sugiere que las afteracio- 
nes en los neurofilamentos podrtan contribuir a estas patologias. De acuerdo 
eon esta posibilidad, se ha hallado que ta sobreexpresión de NF-Lo de NF-H en 
ratones transgenicos da lugar al desarrollo de un estado similar a la ELA. Aun- 
que aun no se comprenden los mecanismos implicados, estos experimentos 
sugieren claramente que los neurofilamentos intervienen en la patogenesis de 
las enfermedades de las neuronas motoras. 

Microtubulos 

Los microtubulos, el tercer componente principal del cltoesqueleto, son vari- 
llas rigidas y huecas de aproximadamenie 25 nm de diamefro. Al igual que los 
filamentos de actina, los microtubulos son estructuras dinamicas que estan eon- 
tinuamente ensamblandose y desensamblandose en la celula. Intervienen en la 
determinación de la forma celular y en diversos movimientos celulares, inclu- 
yendo algunas formas de locomoción celular, el transporte intracelular de orga- 
nulos, y la separación de los cromosomas durante la mitosis. 

Estructura , ensamblaje e inestabilidad dinamica 
de los microtńbulos 

A diferencia de los filamentos intermedios, que se componen de diversas protei- 
nas fibrosas, los microtubulos se componen de un unico tipo de proteina globu- 
lar, denominada tubulina. La tubulina es un di mero constituido por dos polipep- 
tidos de 55 kDa estrechamente relacionados, ^-tubulina y /Mubulina. Al igual 
que en la actina, tanto la s-tubulina como la /Mubulina se codifican por peque- 
fias familias de genes relacionados. Adernas, un tercer tipo de tubulina {/-tubuli¬ 
na) se localiza especificamente en el centrosoma, don.de desempena un papel 
clave en el inicio del ensamblaje de ios microtubulos (como se vera despues). El 
progenitor evolutivo de todas estas tubulinas parece ser una proteina similar a 
Ja proteina procariota, FtsZ, 

Los dimeros de tubulina polimerizan para formar microtubulos, que generaL 
mente consisten en 13 protofiJamentos lineares ensamblados alrededor de un 
centro hueco (Fig. 11.39). Los protofilamentos, que estan constituidos por un 
conjunto de dimeros de tubulina dispuestos cabeza eon cola, se disponen en 
paralelo. Como consecuencta, los microtubulos (al igual que los filamentos de 
actina) son estructuras polares eon dos extremos diferenciados: un exfremo 
«mas» de crecimiento rapido y un extremo «menos» de crecimiento lento. Esta 
polartdad es un dato importante para determinar la dirección del movimiento a lo 
largo de los microtubulos, al igual que la poiaridad de los filamentos de actina 
define Ja dirección de! movimiento de Ja miosina. 

Los dimeros de tubulina pueden despolimerizar al iguaf que polimerizan y 
los microtubulos pueden sufrir ciclos de ensamblaje y desensamblaje rapidos. 
Tanto la .^-tubulina como la /Mubulina se unen a GTP. que actua de forma ana- 
loga al ATP fijado a la actina para regular ia polimerización, Concretamente, el 
GTP unido a la /Mubulina (no asi el GTP fijado a 2 -tubulina) se hidroliza a GDP 
durante o justo despues de la polimerización, Esta hidrólisis de GTP disminuye 
la afinidad de la tubulina por las moleculas adyacentes, lo que favorece la des- 
polimerlzación y tiene como resultado el comportamiento dinamico de los micro- 
tubuJos. Al igual que fos filamentos de actina (vease Fig. 11,4} P los microtubulos 
sufren intercambio rotatorio, un comportamiento dinamico en el que las molecu¬ 
las de tubulina unidas a GTP se liberan continuamente del extremo «menos» y 
son reemplazadas por la adiclón de moleculas de tubulina unida a GTP al extre- 
mo «mas» del mismo microtubulo. En los microtubulos, la hidrólisis de GTP 
tambien conduce a un comportamiento que se conoce como inestabifidad dina- 
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mica, en el que los microtubulos individuales alternan entre ciclos de crecimien- 
ło y de acortamiento (Fig. 11.40). El que un microtubulo crezca o se acorte 
viene determinado por la velocidad de adición de la tubulina respecto a la veloci- 
dad de hidrólisis del GTP. Mientras las nuevas moleculas de tubulina unidas a 
GTP se anadan a mayor velocidad que la de hidrólisis del GTP, el microtubulo 
mantiene u na caperuza de GTP en su extremo «mas» y el crecimiento del micro¬ 
tubulo continua. Sin embargo, sl la velocidad de polimerización decrece, el GTP 
fijado a la tubulina en el extremo «mas» del microtubulo sera hidrolizado a GDP. 
Si esto ocurre, la tubulina unida a GDP se disociara, dando lugar a una rapida 
despolimerización y acortamiento del microtubulo. 

La inestabilidad dinamica, descrita por Tim Mitchison y Marc Kirschner en 
1984, da lugar a una renovación continua y rapida de la mayor parte de los 
microtubulos, que presentan una vida media en la celula de solo varios minutos. 
Como se vera mas adelante, esta rapida renovadón de los microtubulos es 
especialmente importante para el remodeladodel citoesqueleto que tiene lugar 
durante la mitosis, Debido al papel central de los microtubulos en la mitosis, los 
farmacos que afectan al ensamblaje de los microtubulos no solo son utiles como 
herramientas experimentales en biologia celular sino tambien en el tratamiento 
del cancer. La colehicina y ia colcemida son ejemplos de farmacos experimen- 
tales empleados comunmente que se unen a la tubulina e inhiben la polimeriza¬ 
ción del microtubulo, bloqueando de esta torma la mitosis. Dos farmacos relacio- 
nados (vmcristina y vimbiastina) se usan en la guimioterapia del cancer debido 
a que inhiben de forma selectiva a las celulas en rapida división. Otro farmaco 
utilizado, el taxol, estabiliza los microtubulos en vez de inhibir su ensambiaje. 
Dicha estabilización tambien bloquea la división celular, y el taxol se utiliza como 
agente anticanceroso y como herramienta experimentaf. 


Figura 11 40 

Inestabilidad dinamica de los microtu¬ 
bulos. Los dimeros de tubulina polimeri- 
zan en los extremos + de un microtubulo 
en una capa piana que despues se fusiona 
en el microtubulo maduro justo por detras 
dela region de crecimiento La inestabili¬ 
dad dinamica se debe a la hidrólisis del 
GTP unido a /Mubulina durante o justo 
despues de la polimerización, que reduce 
la afinidad por las moleculas adyacentes, 
El crecimiento de los microtubulos conti¬ 
nua mientras exista una concentración 
e!evada de tubulina unida a GTP. En este 
caso las motścutas nuevas de tubulina 
unidas a GTP se ahaden mas rapido de lo 
que el GTP es hidrolizado, por lo que se 
mantiene una caperuza de GTP en el ex- 
tremo en crecimiento. Sin embargo, si el 
GTP se hidrolrza mas rapidamente de lo 
que se ahaden ias nuevas subunrdades, 
la presencia de tubulina unida a GDP en el 
extremo def microtubulo lleva af desen- 
samblaje y al acortamiento. Soiamente se 
muestran los extremos «mas»de los mi¬ 
crotubulos. 
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Figura 11.41 

Organización intraceluiar de los microtubulos. Los extremos «menos» 
de los microtubulos se ancien al centrosoma. En las celulas interfasicas, el 
centrosoma se locaiiza cerca del nOcleo y fos microtubulos se extienden hacia 
la periferia celular. Durante la mitosis los centrosomas duplicados se sępa ran 
y los microtubulos se reorganizan para formar el huso mitótico. 

Centrosoma, cen trio los 1/ organización de los microtubulos 

En la mayorfa de las celulas los microtubulos se extienden a partir de un 
centro organizador de los microtubulos, al que se anclan los extre- 
mos «menos» de los microtubulos. En las celulas animales, el principal 
centro organizador de los microtubulos es el centrosoma (descrito por 
primera vez por Theodore E3overi en 1888), que se localiza junto al nu- 
cleo cerca del centro de las celulas interfasicas {no estan en división) 
{Fig, 11,41). Durante la mitosis. de forma similar, los microtubulos se 
extienden a partir de centrosomas duplicados para formar el huso mitótico, 
que es responsable de la segregadón y distribuctón de los cromosomas 
a las celulas hijas. De esta manera, el centrosoma desempena un papel 
clave en la organización intraceluiar de los microtubulos, aunque la ma- 
yor parte de los detal les de su actuadón continuan siendo un misterio. 

El centrosoma sin/e como fugar de inicio del ensamblaje de los 
microtubulos, que creceran a partir del centrosoma hacia la periferia 
de la celula. Esto se puede observar claramente en celulas que hayan sido 
tratadas eon colcemida para desensamblar sus microtubulos (Fig. 11.42), 
Cuando el farmaco se retira, las celulas se recuperan y pueden verse nuevos 
microtubulos creciendo desde el centrosoma. Es Importante sehalar que el ini¬ 
cio del crecimiento de los microtubulos en el centrosoma estableee la polaridad 
de los microtubulos en la celula. Concretamente, los microtubulos crecen por la 
adición de tubulina a sus extremos que se extienden desde el centroso¬ 

ma hacia la periferia celular. La proteina dave en el centrosoma que nuclea el 
ensamblaje de microtubulos en la y-tubulina, una especie rnenor de tubulina 
identificada en primer iugar en hongos. Algunos tipos celulares pueden iniciar 
microtubulos en ausencia de un centrosoma: se cree que esto se debe a que 
poseen y-tubulina en e! citosol. Adicionalmente, las celulas en interfase o aque- 
Has que no se dividen, como las celulas epiteliales o nerviosas, a menudo liberan 
sus microtubulos del centrosoma para que funcionen en otro Iugar de la celula. 


Celula interfasica 




Figura 11.42 

Crecimiento de los microtubulos des- 
de el centrosoma. Los microtubulos en 
los fibroblastos de ratón se observan me¬ 
dianie microscopia de inmunofiuorescen- 
cia empleando un antieuerpo frente a tubu¬ 
lina. (A) La dtstribución de los microtubulos 
en una celula interfasica normaL (B) Esta 
celula se trato eon colcemida durante una 
hora para desensamblar los microtubulos, 
El farmaco fue entonces retirado y se dejó 
a la celula recuperarse durante treinta mi- 
nutos, lo que permitió ver nuevos microtu¬ 
bulos creciendo desde el centrosoma. (De 
M. Osborn y K. Weber, 1976. Proc. NatL 
Acad. Sci. USA 73:867.) 
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(A) 



Los centrosomas de la mayoria de las eelulas animales estan constituidos 
por un par de centriolos. orientados perpendicularmente entre sl, rodeados por 
un materia! pericentriolar a morfo (Fig. 11.43) . Los centriolos son estructuras 
cilindricas eonstituidas por nueve tripletes de microtubulos, de manera similar a 
los cuerpos basales de los cilios y los flagelos (como se vera despues en este 
mismo Capitulo). Aunque los centriolos probablemente sean los precursores de 
los cuerpos basales, parece ser que no son indispensables para el funcionamien- 
to del centrosoma, Los centriolos no parecen ser necesarios para el ensamblaje o 
la organización de los microtubulos, y no se encuentran en las eelulas vegetales, 
en muchos eucariotas unicelulares, y en algunas eelulas animales (como en los 
óvulos de ratón), Los microtubulos que emanan desde el centrosoma terminan 
en el materia! pericentnolar, no en los centriolos, y es el materiał pericentriolar el 
que inicia el montaje de los microtubulos. Sin embargo, la eliminación de los 
centriolos de las eelulas animales resulta en la dispersión de los contenidos del 
centrosoma y un declive de la tasa de renovación de los microtubulos. 

Los centriolos son estructuras complejas eon u na clara polaridad, u na es¬ 
tructura proteica eon forma de rueda de carro en un extremo y numerosas ex~ 
tensiones hada el interior del centrosoma (Fig. 11.44). Se cree que las exten- 


(B) 



L 
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Figura 11.43 

Estructura de los centrosomas. (A) Mi- 

crografia electrónica de un centrosoma, 
mostrando los microtubulos irradiando 
desde el materiał pericentriolar que rodea 
al par de centriolos. (B) Sección transwer- 
sal de un centnolo mostrando sus nueve 
tripletes de microtubulos. (A r © Cytograp- 
hics; B. Don Fawcett, Photo Researchers, 
Inc.) 



Rueda 
de carro 


T ripletes 


riMubulina 
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Figura 11.44 

Estructura de un centnolo. Los centrio¬ 
los son estructuras altamente polares eon 
una estructura p rotę i ca en forma de rueda 
de carro en un extremo y varios tipos de 
prolongacionesque se extienden desde el 
otro extremo. Se cree que estas prolonga- 
ciones (denominadas satelites y apendi- 
ces) interaccionan eon proteinas espeeffi- 
cas en la matriz del centrosoma. Otras 
proteinas de la matriz del centrosoma 
como la /-tubuiina estan asociadas eon el 
lumen del centnolo. El triplete de microtu¬ 
bulos contiene y- y /Mubulinas altamente 
modificadas y la exclusiva £-tubulina> Las 
fibras de centrina se extienden desde los 
microtubulos del triplete y se conectan 
eon el otro centnolo. (Modificado a partir 
de W. F. Marshall, 2001. Curr. Biot. 11: 
R487.) 
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Figura 11.45 

Micrografta electrónica del huso mitótico. Los microtubuios del huso se unen a los 

cromosomas condensados en la metafase, (De C L. Rieder y S.S. Bowser, 1985. J. Histo- 
chem, Cylochem. 33:165/ Biolog i cal Photo Service.) 



2 ntr\ 


siones ayudan a organizar la matriz del centrosoma. Los centnolos tambien 
contienen varias proteinas unicas, incluyendo la <HubuKna, que forma parte de 
un tripfete caracteristico de microtubuios. Durante la interfase, ambos centnolos 
estan conectados por una o mas fibras que contienen centrina (una proteina 
que une Ca 2+ relacionada eon la calmodulina). 

Reorganización de hrs microtubuios d tir mi te la mitosis 

Como ya se comento, los microtubuios se reorganizan completamente durante 
la mitosis, lo que proporciona un claro ejemplo de la importancia de su inesta- 
bilidad dinamica. El conjunto de microtubuios presente en las celuias interfasi- 
cas se disgrega y las subunidades libres de tubulina se reensamblan para for¬ 
mat el huso mitótico, responsable de la segregación de los cromosomas hijos 
(Fig, 11,45). Esta reestructuración del citoesgueleto de microtubuios es dirigida 
por la duplicación del centrosoma para formar dos centros organizadores de 
microtubuios, separados en polos opuestos del huso mitótico. 

Los centnolos y otros componentes del centrosoma se duptican en las celuias 
intertasicas, pero permanecen juntos a un lado del nucleo hasta el comienzo de la 
mitosis (Fig. 11.46). Entonces se separan los dos centrosomas y migran a lados 
opuestos del nucleo, formando los dos polos del huso mitótico. A medida que la 
celula entra en mitosis, la dinamica de ensamblaje y desensamblaje de los microtu- 
bulos tambien cambia drasticamente. Primero, la ve!ocidad de desensamblaje de los 
microtubuios aumenta cerca de diez veces, lo que origina una despofimerizacfón 
generał y un acortamiento de los microtubuios. A su vez F el numero de microtubuios 
que emana desde el centrosoma aumenta entre cinco y diez veces. En suma, estos 
cambios producen el desensamblaje de los microtubuios interfasicos y el creci- 
miento de un gran numero de microtubuios cortos a partir de los centrosomas 

Como propusieron por primera vez Marc Kirschnery Tim Mitchison en 1986, 
la formación del huso mitótico implica la estabifización selectiva de algunos de 
los microtubuios que irradian desde el centrosoma. Estos microtubuios son de 
tres tipos, dos de los cuales componen el huso mitótico. Los microtubuios 
cinetocóricos se unen a los cromosomas condensados de las celuias mitóti- 
cas en sus centrómeros, que estan asoctados eon proteinas especificas para 
formar el cinetocoro (vease Fig. 4.19). Lafijación al cinetocoro estabiliza a estos 
microtubuios, Sos cuales, como se vera despues, desempeńan un papel critico 
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Figura 11A6 

Formación del huso mitótieo. Los centnofos y los centrosomas se duplican durante la 
inlerlase. Durante la profase de la mrtosis, los centrosomas duplicados se separan y mi- 
gran a lados opuestos del nucleo. Entonces la envuetta nuclearse desintegra y los micro¬ 
tubulos se reorganizan para formar el huso mitótico, Los microtubulos cinetocóricos se 
unen a los cromosomas condensados, los microtubulos polares se solapan unos eon otros 
en el centro de la celula, y los microtubulos astrales se extienden hacia la periferra de la 
celula. En la metafase, los cromosomas condensados se alinean en ef centro del huso. 


en la segregación de los cromosomas mitoticos. El segundo tipo de microtubu¬ 
los que se eneuentran en el huso mitótico (microtubulos polares) no se unen a 
los cromosomas. Por el contrano, los microtubulos polares que emanan desde 
los dos centrosomas se estabilizan al solaparse uno sobre otro en el centro de 
la celula. Los microtubulos astrales se extienden desde los centrosomas ha- 
cia la periferia de la celula eon sus extremos «mas» libres, Como se tratarś 
posteriormente, tanto los microtubulos astrales como los polares contribuyen 
tam bien al movimiento de los cromosomas al separar los polos del huso. 

Segun transcurre la mitosis, los cromosomas condensados primero se ali- 
nean en la pfaca metafasica y luego se separan, tirando de las dos cromatidas 
de cada cromosoma hacia polos opuestos del huso. Protemas motoras asocia- 
das eon los microtubulos del huso intervienen en el movimiento de los cromoso¬ 
mas, como se describe a continuacion. En la etapa finał de la mitosis se vue!ve 
a formar la envuelta nuclear, los cromosomas se descondensan, y tiene lugar la 
citoeinesis. Cada celula hija contlene entonces un centrosoma que dirige ta for¬ 
mación de una nueva red de microtubulos interfasicos. 


Estabiłiznción de los microtubulos y polaridad celular 

Debido a su inestabilidad dinamica inherente, en la celula la mayor parte de los 
microtubulos estan desensamblados. Sin embargo, este comportamiento di- 
namlco puede modificarse por las interacciones de los microtubulos eon otras 
proteinas, Algunas protemas celulares lntervienen desensamblando los micro- 
tubulos, bien escindtendolos o bien inerementando la velocidad de despoiimeri- 
zación de la tubulina desde los extremos de los microtubulos, Otras rotemas 
(denominadas proteinas asociadas a microtubulos o MAPs — microtubuie- 
associatedproteins —) se fijan a los microtubulos e inerementan su estabifidad, 
Dichas interaedones permiten a la celula estabilizar los microtubulos en locali- 
zaciones definidas y son un mecanlsmo importante para determinar la forma y 
la polaridad celular 

Se han identificado un gran numero de MAPs, y varian en función del lipo de 
celula. Las mejor caractenzadas son MAP-1, MAP-2 y tau, aisladas a partir de 
celulas neuronales y MAP-4, que se eneuentra en todos los tipos de celulas no 
neuronales de vertebrados, La proteina tau ha sido estudiada extensamente 
debido a que es el eomponente principal de las lesiones caracteristicas encon- 
tradas en los cerebros de los pacientes de Alzheimer, La actividad de las MAPs 
se reguła mediante fosforilación, lo que permife a ia celula controlar la establfi- 
dad de los microtubulos, 

Un buen ejemplo del papel de los microtubulos estabies en la determinación 
de la polaridad celular lo constituyen las celulas nerviosas, que constan de dos 
tipos diferentes de prolongaciones (axones y dendhtas) que se extienden desde 
el cuerpo celular {Fig. 11.47). Tanto los axones como las dendritas se sujetan 
mediante microtubulos estabies, ademas de por los neurof ilamentos estudiados 
en la sección anterior de este Capitulo, Sin embargo, los microtubulos se orga- 
nizan de forma diferente en los axones y en las dendritas y estan asociados eon 
MAPs distintas. En los axones, todos los microtubulos se eneuentran orienta- 
dos eon sus extremos «mas» alejados det cuerpo celular, de manera similar a la 
orientación generał de los microtubulos en otros tipos celulares. Sin embargo. 



Microtubulos polares 
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Figura 11.47 

Organización de los microtubulos en 
las celulas nerviosas. Dos tipos distin- 
tos de prolongaciones se extienden desde 
el cuerpo celular de las celulas nerviosas 
(neumnas). Las dendritas son prolonga¬ 
ciones cortas que reciben estfmulos de 
otras cólulas nerviosas. ES unico axón lar¬ 
go transmite impulsos desde el cuerpo ce- 
fular a otras celulas, que pueden ser bien 
otras neuronas o bien celulas efectoras, 
tales como el musculo, Los microtubulos 
estables tan to en los axones como en las 
dendritas terminali en el citoplasma en vez 
de unirse al centrosoma. En las dendritas, 
los microtubulos se orientan en ambas di¬ 
recciones, eon sus extremos apun- 

tando tanto hacia el cuerpo celular como 
hacia el sentido contrario. Por e! contrario f 
todos los microtubulos de los axones se 
orientan eon sus extremos «mas» apun- 
tando hacia el finał del axón. 



los extremos «menos»de la mayoria de los microtubulos en los axones no se 
unen al centrosoma; en su lugar, tanto los extremos ^mas»como los «menos» 
de estos microtubulos terminan en el citoplasma del axón. En las dendritas, los 
microtubulos estan orientados en ambas direcciones; algunos extremos 
«mas»apuntan hacia el cuerpo celular y otros apuntan hacia la periferia celular. 
A esta organización diferente de los microtubulos hay que ańadirle las diferen- 
cias en las MAPs: los axones contienen proteinas tau, pero no MAP-2, mientras 
que las dendritas contienen MAP-2, pero no proteinas tau, y parece que estas 
diferencias en la distribución de MAP-2 y tau son las responsables de la distinta 
organización de los microtubulos estables en los axones y las dendritas. 


Motores microtubulares y movimientos 

Los microtubulos son responsables de diversos movimientos celulares, inclu- 
yendo el transporte intracelular y el posicionamiento de las vesiculas de mem¬ 
brana y de los organulos, la separación de los cromosomas en la mitosis y el 
batir de los eilios y flagelos. Como se vio anteriormente para los filarmentos de 
actina en este Capitulo, el movimiento a lo largo de los microtubulos se basa en 
ła acción de proteinas motoras que utilizan energia derivada de la hidrólisis de 
ATP para producir fuerza y movimiento. Los miembros de dos grandes familias 
de proteinas motoras — las quinesinas y las dineinas— son los responsables 
de impulsar los diversos movimientos en los que participan los microtubulos- 

Identificiición de las proteinas motoras microtubulares 

La quinesina y la dineina, los prototipos de proteinas motoras de los microtubu- 
ios, se mueven a lo largo de los microtubulos en direcciones opuestas —la quine- 
sina hacia el extremo «mas» y la dineina hacia el extremo «menos» (Fig. 11.48). 
La primera de estas proteinas motoras microtubulares que se identifieo fue la 
dineina, que la aisló lan Gibbons en 1965. La purificación de esta forma de dinei¬ 
na (denominada dineina axonemica) se vio facilitada porque es una proteina 
muy abundante en los eilios, al igual que la abundancia de miosina facilitó que se 
aislara a partir de las celulas musculares. Sin embargo, eostó mas identificar 
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Guinesina 


otros motores microtubulares debido a que las proteinas responsables de proce- 
sos como el movimiento de los eromosomas y et transporte de fos organulos se 
presentan a concentraciones relativamente bajas en el citoplasma. El aislamiento 
de estas proteinas dependió del desarrollo de nuevos metodos experimentales 
para detectar la actividad de los motores moleculares en medios libres de celulas. 

El desarrollo de los ensayos in vitro para las proteinas motoras citoplasmatt™ 
cas se basó en la utilización de la microscopia video-amplifiC0da T desarrolla- 
da por Robert Allen y Shmya Inoue a principios de los ańos 80, para estudiar el 
movimiento de las yesiculas de membrana y de los organulos a lo largo de los 
microtubulos en los axones de calamar. En este metodo se utiliza una camara 
de vfdeo para aumentar el contraste de las imagenes obtenidas eon un micros- 
copio óptico, lo que mejora sustancialmente la detección de objetos pequeńos y 
permite que se pueda seguir el movimiento de los organulos en tas celulas vi- 
vas. Utilizando este abordaje, Allen, Scott Brady y Ray Lasek demostraron que 
el movimlento de los organulos tambien puede tener lugar en un sistema librę 
de celulas en el que se haya retirado la membrana plasmatlca y se haya exten- 
dido un extracto citoplasmatico en una platina de cristal. Estas obseryactones 
condujeron al desarrollo de un sistema reconstruido in vitro, que proporcionó un 
metodo capaz de detectar proteinas celulares responsables del movimiento de 
los organulos. En 1985 Brady, junto eon Ronald Vale, Thomas Reese, y Michael 
Sheetz, se basaron en estas innovaciones para identificar la quinesina (conoci- 
daactualmente como quinesina «convencional» o quinesina I) como una nueva 
proteina motora de los microtubulos, presente tanto en los axones de sepia 
como en el cerebro bovino. 

Estudios posteriores demostraron que la quinesina I se desplaza a lo largo de 
los microtubulos en una unica dirección —hacia el extremo «mas»—. Debido a 
que los extremos «mas» de los microtubulos en los axones estan todos orienta- 
dos hacia fuera del cuerpo celular (vease Fig, 11.47) t el moyimiento de la quinesi- 
na en esta dirección transporta las yesiculas y organulos hacia fuera del cuerpo 
celular, hacia el finał del axón. Sin embargo, en axones intactos tambien se ha 
observado que las yesiculas y organulos migran hacia el interior del cuerpo celu¬ 
lar, lo que implica que una proteina motora distinta podria ser la responsable de! 


Figura 11 48 

Proteinas motoras microtubulares, La 

guinesina y la dinema migran en direccio- 
nes opuestas a lo largo de los microtubulos. 
hacia los extremos «mas»y «menas>', res- 
pectivamente. La quinesina consta de dos 
cadenas pesadas. enrolladas una sobre la 
otrą en una estructura de helice enrollada, 
y de dos cadenas ligeras. Los dominios de 
cabeza globular de las cadenas pesadas 
se fijan a los microtubulos y son los domi¬ 
nios motores de la molecula. La dinema 
esta constiluida por dos o fres cadenas 
pesadas (aqui se muestran dos) asocia- 
das a varias cadenas ligeras e interme- 
dias. Los dominios de cabeza globular de 
las cadenas pesadas son los dominios 
motores. Los modelos most rad os estan 
basados en datos recientes obtenidos por 
cristalografia de rayos X (R. O. Vale, 
2003. Celi 112:467). 
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Experimento clave 


Aislamiento de la guinesina 


Identificaoión de una nueva proteina generadora de fuerza, la quinesina, 
implicada en la movilidad basa da en microtubulos 

Ronald D. Vale, Thomas S. Reese, y Michael P. Sheetz 

National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke, 
Marinę Biological Laboratory, Woods Hołd, MA; Universlty of Connecticut 
Health Center, Farmington, CT; Stanford University School of Medicine, 
Stanford, CA 

Celi Voiume 42, 1985 , pags 39-50 


Contexto 

El transporte y posicionamlento de 
los organulos citoplasmaticos es un 
hecho c!ave en la organización de 
las celuJas eucariotas, por lo que 
comprender los mecanismos 
responsables del transporte de las 
vesiculas y organulos es una 
cuestión fundamenta! en biologia 
cefular En 1982, Robert Allen, Scott 
Grady, Ray Lasek y sus 
colaboradores emplearon la 
microscopia amplificada por vfdeo 
para v!Sualizar el movimiento de los 
organulos a lo largo de los filamentos 
citoplasmaticos en los axones 
gigantes de calamar, tanfo in vivo 
como en un sistema de librę de 
cel u! as, Estos filamentos se 
identificaron como microtubulos 
mediante microscopia electrónica, 
pero se desconocfan las protein as 
motoras responsables del 
movimiento de los organulos: el 
unico motor microtubular identificado 
hasta ese momento era la dineina 
axonemica t que estaba presente 


solamente en cilios y flagelos. En 
1985, Ronald Vale, Thomas Reese, 
y Michael Sheetz deschbieron el 
aislamiento de una proteina motora 
nueva, la quinesina, que era 
responsable del movim lento de los 
organulos a lo largo de los 
microtubulos. 


Experimentos similares fueron 
publicados a la vez por Scott Brady 
(Naturę 317: 73-75, 1985), 

Experimentos 

Dos estrategias experimentales fueron 
determinantes para el aislamiento de la 
puinesina. La primera, basada en el 
trabajo de Allen y sus colaboradores. 
era el uso de un sistema in vitro en el 
que se podia detectar la actividad de la 


a b c d 


205 - rr 


Fijacrón de una proteina motora a los microtubulos en 
presencia de AMP-PNP. Se analizaron muestras de 
protefnas por electroforesis en un gel de poliacrilamtda, que 
se tihó y fotograf ió. El peso molecufar de las protein as 
marcadoras se indiea a la izquierda en krlodaitons, La 
columna a representa microtubulos purificados, en la que 
solo se detecła tubulina (55 kOa). La columna b es un 
extracto soluble de citopiasma de axón de calamar, 
ccmteniendo muchos poNpeptidos diferentes. Se incubó este 
extracto soluble eon microtubulos tanto sin AMP-PNP 
(columna o) como eon el (columna d). Se recuperaron los 
microtubulos y se ineubaron eon ATP para liberar las 
protein as fijadas, las cuales fueron sometidas a 
electroforesis. Nótese que un polipeptido de 110 kOa estaba 
unido especfficarnente a los microtubulos en presencia de 
AMP-PNP y despues se liberó por ATP. Tambidn se 
en contro que las protein as unidas en presencia de 
AMP-PNP y liberadas por ATP inducian el movimiento de los 
microtubulos (indicado por «+*■ sobre el gel). 


116 — 
97 — 


66 - 


45 - 



movimiento a lo largo de los microtubulos en la dirección opuesta —hacia el ex~ 
tremo «menos»—. De aeuerdo eon esta suposición, estudios posteriores mostra- 
ron que una proteina previamente identificada como fa proteina asociada a micro¬ 
tubulos MAP-1C era de hecho una proteina motora que se movia a lo largo de los 
microtubulos en dirección al extremo «menos». Posteriores anślisis demostraron 
que la MAP-1C esta relacionada eon la dineina aislada a partir de los cilios (dineina 
axonemlca), por loque la MAP-1C ahora se denomina dineina citoplasmatica. 

La puinesina I es una molecula de aproximadamente 380 kDa, constituida 
por dos cadenas pesadas (120 kDa eada una) y dos cadenas Ngeras (de 64 kDa 
cada una) (vease Fig. 11,48). Las cadenas pesadas tienen regiones largas de 
2 -helice que se enrollan una alrededor de la otrą en una estructura de helice 
enrollada. Los dominios de cabeza giobular amino-terminales de las cadenas 
pesadas son los dominios motores de la molecula: se unen tanto a los microtu¬ 
bulos como al ATP, cuya hidrólisis proporciona la energia necesaria para e! 
movimiento. Aungue el dominio motor de la ąuinesina (aproximadamente 340 
aminoacidos) es mucho mas pequeho que el de la miosina (alrededor de 850 
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Aislamiento de ta quinesirta (continuadón) 


proteina motora. Vale, Reese y 
Sheetz utilizaron un sistema en et 
que proteinas del citoplasma de los 
axones impulsaban el 
movimiento de los microtubulos a 
traves de la superficle de u na 
piatina de cristaL Estos sistemas 
libres de celu las proporcionaron un 
metodo sensible y fundonal para 
analiza: la actividad de la 
quinesina como un motor 
molecular. 

La segunda estrategla 
importante empteada en el 
aislamiento de la qulnesina fue 
aprovechar su capacidad de unión 
a los microtubulos. Lasek y Brady 
(Naturę 316: 645-647, 1985) 
habian ob$ervado que los 
movimientos in vitro de los 
microtubulos requenan AIR y eran 
inhibidos por un analogo de ATP 
(adenilll imidodifosfato, AMP-PfMP) 
que no puede ser hidrolizado y de 
esta manera no proporciona una 
fuente de energia util. En 
presencia de AMP-PNP los 
organ ulos permanecfan unidos a 
los microtubulos, lo que sugeria 
que la proteina motora 
responsable del movimiento de los 
organulos podrfa tambión 
permanecer unida a los 
microtubulos bajo estas 
condiciones. 

A partir de estos 
descubhmientos, Vale y sus 
co I a bo rad o re s i n c u ba ron 
microtubulos eon proteinas 
citoplasmaticas de axón de 
calamar en presencia de 
AMP-PNP. Los microtubulos se 
recuperaron e ineubaron eon ATP 
para liberar las proteinas que 
estaban unidas especificamente 
en presencia del analogo de ATP 
no hidrolizable. En este 
expehmento se identificó un 


polipeptido de 110 kDa que se 
fijaba a los microtubulos en 
presencia de AMP-PMP y que se 
liberaba tras la incubación eon ATP 
(vease Figura). Ademas, las 
proteinas unidas a los microtubulos 
y despues llberadas por ATP 
tambien manteman el movim lento 
de los microtubulos in vitro. Por lo 
tanto, la unión a los microtubulos en 
presencia de AMP-PNP 
proporcionó un abordaje eficaz 
para aislar la proteina motora, que 
se mostró por estudios bioquimicos 
posteriores que contenia el 
polipeptido de 110 kDa unido a 
polipeptidos de 60 a 70 kDa, 
Mediante un abordaje similar, 
tambien se purificó una proteina 
relacionada a partir de cerebro de 
bovino. Los autores concluyeron 
que estas proteinas «representan 
una nueva ciase de proteinas 
motoras que son estructuralmente 
asi como enzimaticamente 
distintas de la dineina, y 
proponemos denominar a estos 
transiocadores quinesina (del 
griego kinein, moverse).^ 

Impacto 

El movimiento de las vesiculas y 
organulos a lo largo de los 
microtubulos es fundamental para 
la organizacion de las celulas 
eucariotas, por lo que las proteinas 
motoras responsables de estos 
movimientos desempenan un papel 
critico en la biologia celular. 
Expenmentos posteriores 
empleando modelos in vitro 
similares a los descritos aqui 
establecieron que la quinesina se 
desplaza a lo largo de los 
microtubulos en dirección al 
extremo «mśs», mientras que la 
dineina dtoplasmatica es la 
responsable del transporte de 



M. P. Sheelz 


vesicuias y organulos bada los 
extremos «menos»de los 
microtubulos. Mas aun, desde 
entonces se ha identificado una 
gran familia de proteinas 
relacionadas eon la guinesina. 
Ademas de su papel en el 
transporte de las vesiculas y 
organulos, los miembros de estas 
familias de proteinas motoras son 
responsables de la separación y 
distribución de los cromosomas 
durante la mitosis. Por lo tanto, la 
identificación de la guinesina abrió 
la puerta para comprender diversos 
movimientos basados en los 
microtubulos que resultan claves 
para la estructura y fundón de las 
celulas eucariotas. 


aminoacidos), la cristalografia de rayos X indica que los dominios motores de la 
quinesinay la miosina (vease Fig. 11.31) son similares estructuralmente, lo que 
sugiere que la quinesina y la miosina evo!ucionaron a partir de un ancestro 
comun. La zona de la cola de la molecula de quinesina esta constituida por las 
cadenas ligeras unidas a los dominios carboxilo-terminales de las cadenas pe- 
sadas. Esta region de la quinesina es la responsable de la unión a otros compo- 
nentes celulares {como yesiculas de membrana y organulos) que se transpor- 
tan a lo largo de los microtubulos por la acción de los motores de quinesina. 
La dineina citoplasmica es una molecula extremadamente grandę (hasta 
2.000 kDa), que esta constituida por dos o tres cadenas pesadas (cada una alre- 
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dedor de 500 kDa) unida eon un numero variable de polipeptidos ligeros e internie- 
dios, que oscilan entre 14 y 120 kDa (vease Fig, 11,48). Al igual que en la quinesi- 
na t las cadenas pesadas forman dominios globulares motores de unión a ATP que 
son los responsables del movimiento a lo largo de los microtubulos. La porción 
basai de la molecula, que incluye las cadenas ligeras e intermedias, se piensa 
que se une a otras estructuras subcelulares, como organulos y vesiculas. 

Como sucede eon las miosinas, tanto la quinesina como la dineina definen 
familias de proteinas motoras relacionadas, Tras aislarse inlcialmente la quine- 
sina en 1985, se han identificado varias proteinas relacionadas eon la guinesi- 
na, El genoma de C. elegans codifica dieciocho quinesinas diterentes, y se 
piensa que en humanos pueden existir hasta 100 miembros distintos de la fami¬ 
lia de la quinesina. Algunos miembros de la familia de la quinesina, como la 
propia quinesina, se mueven a lo largo de los microtubulos hacia el extremo 
«mas» (vease Fig. 11.45). Sin embargo, otros miembros de la familia de la qui- 
nesina se mueven en dirección opuesta, hacia e! extremo «menos». Los dife- 
rentes miembros de la familia de ia quinestna varian en la secuencia de sus colas 
carboxilo-terminales y son los responsables de los movimientos de diterentes 
tipos de cargamento, incluyendo vesiculas. organulos y cromosomas, a lo largo 
de los microtubulos. Tambien existen varios tipos de dineina axonemica, asi 
como multiples dinefnas cifoplasmaticas. Todos los miembros de la familia de la 
dineina se desplazan hacia el extremo «menos» de los microtubulos, pero las 
diterentes dinefnas cifoplasmaticas pueden transportar cargas diterentes. 


Transporte de organulos y organización intracelular 

Una de las funciones principales de los microtubulos es transportar vesiculas de 
membrana y organulos a traves del titoplasma de las celulas eucariotas, Como 
ya se ha visto, dicho transporte de organulos citoplasmaticos resulta evidente 
en los axones de las celulas nerviosas, que pueden extenderse mas de un me¬ 
tro de longitud. Los ribosomas solo se locatizan en el cuerpo celular y en las 
dendritas, por lo que las proteinas, las vesicuias de membrana, y los organulos 
(p. ej. t mltocondrias) han de transportarse desde el cuerpo celular hasta el 
axón, Mediante la microscopia amplificada por vfdeo se puede visualizar el 
transporte de las vesiculas de membrana y de los organulos en ambas direccio 
nes a lo largo de los microtubulos de los axone$, donde la quinesina y la dineina 
l!evan sus cargas hasta y desde los extremos de los axones, respectivamente. 
Por ejemplo, las vesiculas secretoras que contienen neurotransmisores se 
transportan desde el aparato de Golgi hasta las ramas terminales del axón por 
la quinesina. En la dirección opuesta, la dineina citoplasmatica transporta vesf- 
culas endociticas desde el axón hacia el cuerpo celular. 

En otros tipos de celulas los microtubulos transportan vesiculas de membra¬ 
na y organulos de forma similar, Debido a que los microtubulos esfan general- 
mente orientados eon sus exfremos «menos» unidos al centrosoma y sus extre- 


Figura 11.49 

Transporte de las vesiculas a lo largo 
de los microtubulos. La quinesina y 
otros miembros de la familia de la quinesh 
na dirigidos hacia el extremo 
transportan vesiculas y organulos en di¬ 
rección a los extremos “mas»de los mi¬ 
crotubulos, que se extienden hacia la peri- 
feria celular Por el contrario, la dineina y 
los miembros de la familia de la quinestna 
dirigidos al extremo <«menos», transportan 
sus cargas en dirección a los extremos 
«menos» de los microtubulos, que se en- 
cuentran unidos en el centro de ia celula. 



Centrosoma 


V esic u la transportada 
por ta guinesina 


Ve sic ula 
transportada 
ia dineina 
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Figura 11.50 

Asociación del retfculo endoplasmati- 
co eon los microtubulos, Microscopia 
de fluorescencia del retfculo endoplas- 
matieo (A) y de microtubulos (B) en una 
celula epitelial. El retfculo endoplasmati- 
co se ha leńido eon urt tinte Iluorescente 
y los microtubulos eon un antieuerpo con¬ 
tra la tubulina. Nótese la estrecha rela- 
ción entre el retfculo endopiasmatico y 
los microtubulos en la periferia de la celu- 
la. (De M. Terasakt, L. B. Chen y K. Fuji- 
wara, 1986 J. Ceft Biot. 103: 1557.) 


mos «mas^extendiendose hacia la periferia celular, se piensa que los diferentes 
miembros de las familias de ąuinesina y dinefna transportan las vesiculas y los 
organulos en direcciones opuestas a traves del citopiasma (Fig. 11.49). La qui- 
nesina convencional y otros miembros de la familia de la quinesina que se diri- 
gen hacia el extremo «mas», transportan su carga hacia la periferia celular, 
mientras que las dineinas citoplasmaticas y los miembros de la familia de la 
ąuinesina que se dirigen hacia el extremo «menos» transportan los materiales 
hacia el centro de la celula. Ademas de transporter vesiculas de membrana en 
las rutas endocftica y secretora, los microtubulos y las proteinas motoras aso- 
ciadas eolocan los organulos eon membrana (como el retfculo endopiasmatico, 
aparato de Golgi, lisosomasy mitocondrias) en la celula. Por ejemplo, el retfculo 
endopiasmatico se extiende a la periferia celular en asociación eon los microtubu¬ 
los (Fig. 11.50). Losfarmacos que despolimerizan los microtubulos provocan que 
e! retfculo endopiasmatico se retraiga hacia el centro de la celula, lo que indica 
que se reąuiere la asociación eon los microtubulos para mantener al retfculo en- 
doplasmatico en su estado extendido. Esta colocación del retfculo endoplasmati- 
co parece requerir la acción de la ąuinesina (o posiblemente multiples miembros 
de la familia de la ąuinesina), que tira del retfculo endopiasmatico a lo largo de los 
microtubulos en dirección al extremo «mas>», hacia la periferia celular. De forma 
similar, la ąuinesina parece que desempeńa un papel clave en la colocación de los 
lisosomas alejados del centro de la celula, y en los movimientos de las mitocon¬ 
drias se han implicado a tres miembros diferentes de la familia de la ąuinesina. 

Por otro lado, se cree que la dinefna citoplasmatica interviene en la coloca¬ 
ción del aparato de Golgi. El aparato de Golgi se localiza en el centro de la 
celula, cerca del centrosoma. Si los microtubulos se disgregan, bien por un far- 
maco o bien cuando la celula entra en mitosis, el Golgi se rompe en peąueńas 
vesfculas que se dispersan por todo el citopiasma, Cuando los microtubulos se 
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Micro luby los polares 



Una proteina motora 
dirigida hacia el extremo 
«menos» forma parte 



Figura 11.51 

Movimiento cromosómico en la anafa¬ 
se A* Los cromosomas m igrań hacia los 
polos del huso a to largo de los microtubu- 
los cinetocóricos. Se cree que el movE- 
miento cromosómico esta contro lado por 
proteinas motoras dirigidas hacia el extre- 
mo «menos>» unidas al cmetocoro, La ac¬ 
ción de estas proteinas motoras esta aco- 
plada ai desensamblaje y acortamiento de 
los microtubulos cinetocóricos 


vuelven a formar, el aparato de Golgi tambien se reensambla, y parece ser que 
las vesiculas def Golgi son transportadas a! centro de la celula (hacia el extremo 
«menos^de los microtubulos) por la dineina citoplasmatica. Por lo tanto, el mo* 
vimiento a lo largo de los microtubulos es responsable no solo del transporte de 
vesiculas, sino tambien de estabilizar la posición de los organulos eon membra¬ 
na en el citoplasma de las celulas eucariotas. 

Separación dc los ero maso mas mitóticos 

Como se vio anteriormente en este Capitulo T los microtubulos se reorganizan al 
comienzo de la mitosis para formar el huso mitótico, que desempeha un papel 
central en la división celular al dlstribuir los cromosomas duplicados a los nu* 
cleos hijos. Esta distribución cntica del materiał genetico tiene lugar durante la 
anafase de la mitosis, cuando las cromatidas hermanas se separan y migran a 
polos opuestos del huso, El movimiento de los cromosomas se realiza por dos 
mecanismos distintos, denomlnados anafase A y anafase B, en los que intervie- 
nen diferentes tipos de microtubulos del huso y de proteinas motoras asociadas. 

La anafase A consiste en el movimiento de los cromosomas hacia los polos 
del huso a lo largo de los microtubulos cinetocóricos, que se acortan a medida 
quese mueven los cromosomas (Fig. 11,51), Estetipo de movimiento cromosó¬ 
mico parece que esta dirigido por proteinas motoras asociadas al cinetocoro 
que trasladan a los cromosomas a lo largo de los microtubulos del huso en 
dirección al extremo ^menos^ hacia los centrosomas. La dineina citoplasmati* 
ca esta asociada a los cinetocoros y puede que intervenga en el movim lento 
cromosómico hacia los polos, al igual que los miembros de la familia de la qui- 
nesina dirigidos al extremo negativo, La acción de estas proteinas motoras ci- 
netocóricas se acopla al desensamblaje y acortamiento de los microtubulos ci* 
netocóricos, lo que puede deberse a que algunos miembros de la familia de la 
quinesina actuen como enzimas desestabilizadoras de microtubulos. 

La anafase B se refiere a la separación de los polos del huso entre $i (Figu¬ 
ra 11.52). A la separación de los polos del huso le acompaha un alargamiento 
de los microtubulos polares, y es similar a la separación inicial de los centroso¬ 
mas duplicados para formar los polos del huso al comienzo de la mitosis (vease 
Fig. 11.46}. Durante la anafase B los microtubulos polares solapados se desli- 
zan unos sobre otros, empujando los polos y separandolos, Se ha encontrado 
que este tlpo de movimlento se debe a la acción de varios miembros de la familia 
de la guinesina dirigidos hacia el extremo «mas», que entrelazan microtubulos 
polares y los desplazan hacia el extremo «mas» del microtubulo solapado—ale- 
jandolos del polo opuesto del huso. Ademas, los polos del huso pueden ser sepa- 
rados por los microtubulos astrales, El mecanismo responsable de este tipo de 
movimiento no ha sido totalmente establecido, pero podria resultar por la acción 
de la dineina citoplasmatica unida al córtex celular o a otrą estructura citoplasmati- 
ca. El desplazamiento de este motor de dineina a lo largo de los microtubulos 
astrales hacia el extremo «menos;> podria tener el efecto de separar los polos del 
huso hacia la periferia de la celula. De manera alternativa, una proteina motora 
asociada eon los polos del huso podria desplazarse por los microtubulos astrales 
hacia el extremo «mas», lo cual tambien podria tirar de los polos del huso hacia la 
periferia celular. 

CiUos i/ flageios 

Los eilios y flageios son prolongaciones de la membrana plasmatica constitui- 
das por microtubulos, responsables del movimiento de varios tipos de celulas 
eucariotas, Muchas bacterias tambien poseen flageios pero estos flageios pro- 
cariotas son bastante diferentes de los eucariotas. Los flageios bacterianos 
(que no se van a tratar) son filamentos proteicos que se proyectan desde la 
superficie celular, en vez de prolongaciones de la membrana plasmatica soste- 
nidas por microtubulos. 
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Figura 11.52 

Separaciórt de los polos del huso en la anafase B, La separación de los polos del 
huso se produce por dos tipos de mcwimientos. Primero, los microtubulos pofares solapa- 
dos deslizan unos sobre otros empujando y separando los polos del huso, probablemente 
como resultado de la acción de p rotę i nas motoras dirigidas hacia el extremo ^mas^ En 
segundo lugar, fos microtubulos astrales tiran de los polos del huso y los separan La 
fuerza conductora podria ser un motor dirigrdo hacia el extremo «menos» f fijado a una 
estructura citoplasmatiea, como el córtex celular, o un motor dirigido hacia el extremo 
«mas» y asociado al polo del huso 


Los cilios y los flagelos eucarióticos son estructuras muy similares. cada una 
eon un diametro de 0,25 /im, aproximadamente (Fig. 11.53). Muchas celulas 
estan reeubiertas por numerosos cilios, de alrededor de 10 /rm de longitud. Los 
cilios baten en un movimiento coordinado de atras hacia adelante, de tal manę- 
ra que la celula se desplaza a traves de un fluido o bien el fluido se desplaza 
sobre la superficie celular. Por ejemplo, los cilios de algunos protozoos {como el 
Paramecium) son los responsablestanto de la movilidad celular como del barri- 
do de organismos hacia la cavidad orał para su alimentación. Una función im- 
porlante de fos cilios en los animales es el movimiento de los ffuidos y del mucus 
sobre la superficie de las capas de celulas epitetiales. Un buen ejemplo viene 
dado por las celufas eiliadas que reeubren el tracto respiratorio, que lo limpian 
de mucus y polvo. Los flagelos se diferencian de los cilios en su longitud (pue- 
den llegar a medir 200 /<m) y en su tipo de batido, que es onduiatorio. Las celu¬ 
las generalmente tienen solamente uno o dos flagelos, que son los responsa- 
bles de la locomoción de varios tipos de protozoos y de los espermaiozoides. 

La estructura fundamenta! tanio de los cilios como de los flagelos es el axone- 
ma, que esta constituido por microtubulos y sus proteinas asociadas (Fig. 1 1.54). 
Los microtubulos se disponen en un patron caractenstico de «9 + en el que 
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Figura 11 53 

Ejemplos de cilios y flagelos. (A) Mi- 

crografia electrónica de barrido mostrando 
numerosos cilios recubriendo la superficie 
de Paramedum. (B) Microg rafia eleetróni- 
ca de barrido de celulas epiteliales ciliadas 
recubriendo la superficie de la fraquea. 
(C) Fotografia de disparo multiple (500 
disparos por minuto) mostrando el movi- 
miento ondulatorio de un flagelo de esper- 
matozotde de erizo de mar, (A. Karl Auf- 
derheide/Visuals Unlimited; B. r Fred E, 
HossIerA/isuals Unlimited: C, C, J. Brokaw, 
California Institute of Technology.) 
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Figura 11,54 

Estructura det axonema de ciiios y flagelos. (A) Micrografia electrónica tralada por 
ordenador de una sección transversal del axonema de un flagelo de espermatozoide de 
rata, (B) Esquema de una sección transversal de un axonema. Los nueve dobletes exter- 
nos estśn constituidos por un microtubulo completo (A) y uno incompleto (B), constituido 
soiamente por 10 u 11 protofilamentos, Los dobletes externos se unen entre si por puen- 
tes de nexina y al par central de microtubulos mediante espinas radiales. Gada doblete de 
mierotubulos externo esta unido a brazos de dineina internos y externos, (A. K. G. Mur- 
ti/Visuals Unlimited.) 
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un par central de microtubulos se encuentra rodeado por nueve dobletes de 
microtubulos extenores. Los dos microtubulos fusionados de cada doblete exte- 
rior son distintos: uno (denominado ei tubulo A) es un microtubulo completo 
constituido por 13 protofilamentos; el otro (el tubulo B) esta incompleto, consti- 
tuido solamente por 10 u 11 protofilamentos unidos al tubulo A. Los dobletes 
extenores de microtubulos se conectan al par central mediante espinas radiales 
y entre sf mediante puentes formados por una proteina denominada nexina. 
Ademas t a cada tubulo A estan unidos dos brazos de dineina, y es la actividad 
motora de estas dineinas axonemtcas la que dirige el batido de los cilios y fla- 
gelos. 

Los extremos ^menos» de los microtubulos de los cilios y flagelos estan 
unidos a un cuerpo basal que tiene una estructura similar a la de! centrfolo y 
que contiene nueve tripletes de microtubulos (Fig, 11.55). Vimos anteriormente 
que los centriolos eran componentes del centrosoma, sin que su función estu- 
viera clara. Sin embargo, los cuerpos basales tienen un papel definido en la 
organización de los microtubulos del axonema. A saber, cada uno de los doble¬ 
tes de microtubulos externos del axonema esta formado por la extensión de dos 
de los microtubulos presentes en los tripletes del cuerpo basal. Por to tanto, los 
cuerpos basates sin/en para iniciar el erecimiento de los microtubulos del axo- 
nema, ast como para anclar los cilios y los flagelos a la superficie de la celula, 

Los movimientos de los cilios y flagelos se producen por el deslizamiento de 
los dobletes externos de microtubulos uno respecto a otro, impufsados por la 
actividad motora de la dineina axonemica (Fig, 11.56). La base de la dineina se 
une a los tubulos A rnientras que los grupos de cabeza de la dineina se unen a 
ios tubulos B de los dobletes adyacentes. El movimiento del grupo de cabeza de 
Ja dineina hacia el extremo «menos»provoca que el tubulo A de un doblete se 
deslice hacia el extremo basal del tubulo B adyacente. Debido a que los dobie- 
tes de microtubulos en un axonema estan unidos por puentes de nexina, el 
deslizamiento de un doblete sobre otro hace que se doblen, lo que constituye la 
base dei movimiento de batido de cilios y flagelos. Sin embargo, esta claro que 
las actividades de fas moleculas de dinema en regiones diferentes del axonema 
se deben regular cuidadosamente para producir el batido coordinado de los 
cilios y las oscilaciones ondulatorias de los flagelos —un proceso del que toda- 
via se conoce muy poco. 



0,1 0 r 1 /im 


Figura 11.55 

NHcrografias electrónicas de los cuerpos basales. (A) Vista longitudinal de cilios anclados en los cuerpos basafes. (B) Sección 
transversal de cuerpos basales. Cada cuerpo basal estś constituido por nueve tripletes de microtubulos. (A, Conly L. Reider/ Biologicai 
Photo Service: B, W. L. Dentler, Biologicai Photo Sernce.) 
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Figura 11.56 

Movimiento de los microtubulos en los 
cilios y flagelos. Las bases de los bra- 
zos de dineina se unen a los tubulos A, y 
las cabezas motoras interaccionan con 
los tubulos B de los dobletes adyacentes. 
El movimiento de las cabezas de dineina 
hacia el extrGmo «menos» (hacia la base 
del cilio) provoca entonces que el tubulo A 
de un doblete se deslice hacia la base del 
tubulo B adyacente. Debido a que ambos 
dobletes de microtubulos estan conecta- 
dos por puentes de nexina, este movL 
miento de deslizamiento les obliga a do- 
blarse. 




Dineina 


Extremo + 


Extremo - 
Puenta de nexina 


Movimlento de 
[as cabezas de dineina 
hacia el extremo - 
del tubulo B 


Los microtubulos 
se doblan 


PALABRAS CLAVE 


actina, microfilamento, actina globular 
(G)s actina filamentosa (F) t intercambio 
rotatorio, citocalasma, faloiriina. 
proteina de imion a la actina, complejo 
Arp2/3, ADF cofilina, profilina 

haz de actina, red de actina, proteina 
formadora de haces de actina, fimbrina, 
haz contractiL y-actinina, filami na 


córtex celular, espectrina, anquirina, 
fodrina. proteinas ERM. distrofina, 
inlegrina, adhesión focal, fibra de estrśs, 
talina. vinculina, unión adherente, 
cinturón de adhesión, cadherina, 
cateninas 

microvellosidad, borde en cep i Mo, 
estereocilio, villina, pseudópodo, 
lamelipodio, microespina, filopodio 


RESUMEN 

ESTRUCTURA Y ORGANIZACIÓN DE LOS FIŁAMENTOS DE ACTINA 

Ensamblaje y desensambłaje de los fiłamentos de actina: Los fiłamentos 
de actina se forman por la polimerización cabeza-cola de los monómeros de 
actina, dando lugar a una helice. Varias proteinas de unión a la actina regu- 
lan el ensamblaje y desensambłaje de los fiłamentos dentro de 3a celula. 

Organlzacićn de los fiłamentos de actina: Los fiłamentos de actina estan 
unidos transversalmente por protefnas de unión a la actina para formar ha¬ 
ces o redes tridimensionales. 

Asociación de los fiłamentos de actina con la membrana plasmatica : 

Una red de fiłamentos de actina y de otras proteinas citoesgueleticas subya- 
ce a la membrana plasmatica y determina la forma celufar. Los haces de 
actina tambien se unen a la membrana plasmatica y fijan a la celula en regio- 
nes de contacto celula-celula y celula-sustrato 

Protuberancias de la superflcle celu tan Los fiłamentos de actina sostie- 
nen protuberancias permanentes de la superficie celular, como las microve- 
ISosidades, asi r como extensiones transrtorias responsables de la fagocitosis 
y de la locomoción celular. 
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ACTINA, MIOSINA Y MOVIMIENTO CELULAR 

Contraccićn muscular: Los estudios en el musculo establecieron el papel 
de la miosina como una proteina motora que utiliza la energia derivada de la 
hidrólisis del ATP para generar fuerza y movimiento. La contracción muscu¬ 
lar se produce por el deslizamiento de los fiłamentos de actina y miosina 
entre su La hidrólisis de ATP dihge ciclos repetidos de interacciones entre la 
miosina y la actina, durante los cuales, los cambios conformacionales provo- 
can el movimiento de las cabezas de miosina a lo largo de los fiłamentos de 
actina. 
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Asociaciones contractiles de actina y miosina en celuias no muscuiares: 

Asociaciones de actina y miosina II son las responsables de diversos movi* 
mientos en las celulas no muscuiares, incluyendo la citocinesis. 

Miosinas no convencionaies: Otros tipos de miosina que no actuan en la 
contracción sirven para el transporte de vesiculas de membrana y organulos 
a lo largo de los filamentos de actina. 

Migración y arrastre cełutar: EJ arrastre celu lar es un proceso complejo en 
el que se forman extensiones de la membrana plasmatica por ia polimeriza* 
ción de los filamentos de actina en el borde ańterior de la celula. Estas exten- 
siones entonces se unen al sustrato, y el borde posterior se retrae al interior 
del cuerpo celular. 


FILAMENTOS INTERMEDIOS 

Protemas de filamentos intermedios ; Los filamentos intermedios son polt- 
meros de mas de 50 protemas diferentes que se expresan en varios tipos de 
celulas. No estan implicados en el movimiento celular pero proporcionan 
apoyo mecanico a las celulas y tejidos. 

Ensamblaje de filamentos intermedios: Los filamentos intermedios se for¬ 
man a partir de dimeros de dos cadenas polipeptidicas enrolladas una sobre 
otrą en una estructura de helice enrollada. Estos dimeros se asocian para 
formar tetrameras, que se ensamblan en protofilamentos. Los filamentos in¬ 
termedios estan constituidos por protofilamentos enrollados uno sobre otro 
en una estructura a modo de cuerda. 

Organización intraceiular de los filamentos intermedios: Los filamentos 
intermedios forman una red que se extiende desde un anillo que rodea al 
nucleo hasta la membrana plasmatica de la mayoria de las celulas. En las 
celulas epiteliales los filamentos intermedios se unen a la membrana plas¬ 
matica en regiones de contactos celulares especializados (desmosomas y 
hemidesmosomas). Los filamentos intermedios tambien tienen una función 
especializada en el muscuJo y en las celulas nen/iosas, 

Funciones de las queratinas y de los neurofiiamentos: enfermedades 
de la piel y del sistema nen/ioso: La importancia de los filamentos interme¬ 
dios como estructuras que proporcionan fuerza mecanica a las celulas en los 
tejidos ha sido demostrada mediante expenmentos de introducción de genes 
de queratina mutados en ratones transgenicos. Mutaciones similares en los 
genes de la queratina son responsables de algunas enfermedades humanas 
de la piel, y las alteraciones de los neurofilamentos han sido implicadas en el 
desarrollo de enfermedades en las motoneuronas. 

MICROTUBULOS 

Estructura, ensamblaje e inestabilidad dinamica de los microtubulos: 

Los microtubulos se forman por la polimerización reversibte de la tubulina. 
Muestran inestabilidad dinamica y sufren ciclos continuos de ensamblaje y 
desensamblajecomo resultado de la hidrolisis de GTP tras la polimerización 
de la tubulina, 

Centrosoma , centnolos y organización de fos microtubulos: En la ma* 

yoria de las celulas los microtubulos se extienden desde un centro organiza- 
dor de microtubulos, o centrosoma, localizado cerca del centro de la celula. 
En ias celulas animales el centrosoma generalmente esta constituido por un 
par de centrfolos rodeados por el materiał pericentriolar. El erecimiento de 
los microtubulos se inicia en el materiał pericentriolar que asi sirve para 
anclarsus extremos «menos». 
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Preguntas 

1. zGue le da a un fiiamento de actina 
una clara polaridad eon un extremo posu 
tivo y uno negativo? 

2. ^Guś es el intercambio rotatorio 
(treadmifling) y a que concentración de 
monómeros se produce? 

3. Compara la acción de la citocalasina y 
la faloidina sobre los filamentos de actina 
que llevan a cabo intercambio rotatorio. 

4. z Górno regufan las proteinas de unión 
a la actina cofilina, profilina y Arp2/3 el en- 
samblaje y renovación de filamentos de ac¬ 
tina? 


Reorganización de fos microtubulos duranie fa mitosis: Los microtubu- 
los se reorganizan al comienzo de ia mitosis para formar el huso mitótico. 
que es responsable de la segregaetón de los cromosomas. 

Estabilizacićn de łos microtubulos y polaridad ceiuiar: La estabilización 
setectiva de los microtubufos por proteinas asociadas a microtubulos puede 
determinar la forma y la polaridad cetular, asi como la extensión de axones y 
dendritas de las celulas nerviosas. 


MOTORES MICROTUBULARES Y MOYIMIEIMTOS 


tdentificación de proteinas motoras microtubulares: Dos familias de pro™ 
temas motoras, las quinesinas y las dinefnas, son las responsables del movi- 
miento a lo largo de los microtubulos. La quinesina y la mayoria de las protei- 
nas relacionadas eon la guinesina se desplazan en dirección al extremo 
mientras que las dineinas y algunos miembros de la familia de la 
quinesina se mueven hacia los extremos «menos» de los microtubulos. 

Transporte de organulos y organización intracelufar: El movimiento a lo 
largo de los microtubulos transporte yesiculas de membrana y organulos a 
traves del cltoplasma, at igual que coloca fos organulos cttoplasmaticos en la 
ceiula. 


Separación de ios cromosomas mitóticos: Durante la anafase de la mito¬ 
sis, los cromosomas hijos se separan y migran a polos opuestos de! huso 
mitótico. La separación cromosómica se produce por varios tipos de movb 
mientos en los que participan distintas clases de microtubulos deł huso y 
proteinas motoras. 

Ciiios y flagelos: Los eilios y flagelos son extensiones de la membrana 
plasmatica mantenidas por microtubulos. Sus movimientos se producen por 
el deslizamiento de los microtubulos, dirigido por la acción de motores de 
dineina. 


5. Un mho de 5 anos llega a su clfnica 
eon una debil idad muscular de comienzo 
reciente, y deseubres un patron heredita- 
rio de esta enfermedad en la familia de la 
mądre. zCuales son el diagnósttco y la 
causa mas probable de su enfermedad? 

6. iQuś bandas o zonas de un sarcó- 
mero muscular cambian de longitud du¬ 
rante ia contracción? z Por que no modifi- 
ca su longitud ta banda A? 

7. ^Por que es importante la polaridad 
de los filamentos de actina en la contrac¬ 
ción muscular? 


8. iCó mo permite la liberacion de Ca 2 ’ 
de! reticulo sarcoplasmico que se eon- 
traiga un museulo estriado? 

9, ^Esperarias que las mutaciones en 
los genes de queratina afectaran a los fi- 
broblastos? 

10. z En que se parecen y en quś se di- 
ferencia la guinesina y la miosina II? 

11, zGómo afectaria al movimiento de 
los ciiios la etiminación de la nexina? 
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T odas las celulas—tanto procariotas como eucariotas— estan rodea- 
das por la membrana plasmatica, que define el limite de la celula y sepa- 
ra su contenido interno del medio extemo. Debido a que actua como una 
barrera seiectiva al paso de las moleculas, ta membrana plasmatica determina 
la composición de! citoplasma, En ultimo termino esto define la Identidad de la 
celula, por io que la membrana plasmatica es una de las estructuras mas impor- 
tantes de la evolución celular De hecho, como se estudió en el Capitulo 1, se 
cree que ia primera celula surgió al quedar rodeado un ARN autorreplicante por 
una membrana de fosfolfpidos. 

La membrana plasmatica de las oelulas actuales se compone tanio de lipi- 
dos como de protefnas. La estructura basica de la membrana plasmatica es la 
bicapa lipidioa, que es impermeabie a la rnayona de las moleculas hidrosolu- 
bies. Por lo tanto, el paso de iones y de la mayor parte de las moleculas biológL 
cas a traves de la membrana plasmatica es mediado por protefnas, que son Jas 
responsables del trafico selectivo de las moleculas tanto al interior como al exte- 
rior celular. Otras protefnas de la membrana plasmatica controlan las interac- 
ciones entre las celulas de los organismos multicelularesy actuan como senso- 
res a traves de los cuales la celula recibe senales del medio. Por lo tanto, la 
membrana plasmatica desempeńa un papel dobie: aisla al citoplasma e igual- 
mente media las interacciones entre la celula y su medio, 

Estructura de la membrana plasmatica 

Como todas las demas membranas celulares, la membrana plasmatica esta 
constituida por lipidos y protefnas. La estructura fundamental de la membrana 
es Ja bicapa lipfdica, que forma una barrera estable entre dos compartimentos 
acuosos. En ei caso de la membrana plasmatica estos compartimentos son el 
interior y el exterior celular. Las protefnas embebidas dentro de la bicapa lipidi- 
ca l!evan a cabo las funciones especfficas de la membrana plasmatica, indu- 
yendo el transporte selectivo de moleculas y el reconocimiento intercelular. 

Bicapa liptdiea 

La membrana plasmatica es la membrana que se ha estudiado mas a fondo de 
todas las membranas celulares, y la concepción actual que tenemos de la es¬ 
tructura de las membranas se debe, en gran medida* a las investigaciones so- 
bre la membrana plasmatica. Las membranas plasmaticas de los glóbulos rojos 
sanguineos de los mamfferos (eritrocitos) han sido particularmente utiles como 
modelo para el estudio de la estructura de las membranas. Los glóbulos rojos 
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Figura 12,1 

Estructura en bicapa de la membrana 
plasmatica. Micrografia electrónica de 
un globulo rojo humano. Nólese la apa- 
riencia de «via de tren» de la membrana 
plasmatica, (Cortesia de J. David Rober¬ 
tson, Duke Universlty Medical Center,} 


Membrana 



20 nm 


de los mamiferos no contienen nucleo ni membranas internas, por lo que repre- 
sentan una fuente a partir de la cuaf aislarfacilmente las membranas plasmati- 
eas puras para su analisis bioqufmico. De hecho, los estudlos sobre la membra¬ 
na plasmatica de los glóbulos rojos proporcionaron la primera evidencia de que 
las membranas biológicas estaban constituidas por una bicapa lipidica. En 
1925, dos cientifEcos holandeses (E. Gorter y R. Grendel) extrajeron los lipidos 
de membrana de un numero conocido de glóbulos rojos, que se correspondian 
a una superficie conocida de membrana plasmatica. Entonces determinaron la 
superficie ocupada por una unica capa de los lipidos extraldos, al extenderlos 
sobre una interfase aire-agua, La superficie ocupada por la monocapa lipfdica 
resultó ser el dobie de la ocupada por las membranas plasmaticas eritrociticas, 
io que llevó a la conclusión de que las membranas estaban constituidas por 
bicapas lipidicas en lugar de por monocapas. 

La estructura en bicapa de la membrana plasmatica de los eritrocitos se 
pone de manifiesto claramente mediante micrografias electronicas de elevado 
aumento (Fig. 12,1). La membrana plasmatica aparece como dos lineas densas 
separadas por un espacio intermedio —una morfologia referida frecuentemente 
como apariencia de «via de ferrocarriK Esta imagen se obtiene debido a la 
unión de los metales pesados electrodensos, empleados como tinción en la 
microscopia electrónica de transmisión (vease Cap 1), sobre las cabezas pola- 
res de los fosfolipidos que de esta manera aparecen como lineas oscuras. Rs- 
tas lineas densas estan separadas por la porción interna de la membrana, teńi- 
da muy ligeramente, que contiene las cadenas de acidos grasos hidrofóbicas. 

Como se describió en el Capitulo 2, las membranas plasmaticas de las celu- 
las animales contienen cuatro fosfolipidos principales (fosfatidilcolina, fosfati- 
diletanolamina fosfatidilserina, y esfingomielina), que juntos constituyen 
mas de la mitad de los lipidos en la mayoria de las membranas, Estos fosfolipidos 
se distribuyen de manera asimetrica entre las dos mitades de la bicapa de la 
membrana (Fig, 12,2). La capa externa de la membrana plasmatica esta conm 
puesta principalmente por fosfatidilcolina y esfingomielina. mientras que la fosfati- 
diletanolamina y la fosfatidilserina son los fosfolipidos predominantes de la capa 
interna. Un quinto fosfolipido, e! fosfatidilinositol, se encuentra tamblen locali- 
zado en la capa interna de la membrana plasmatica. Aunque el fosfatidilinositol 
es un componente cuantitatwamente minoritario, desempena un papel importan- 
te en la senalización celular, tal y como se tratara en el siguiente capitulo. Los 
grupos de la cabeza tanto de la fosfatidilserina como del fosfatidilinositol estan car- 
gados negativamente ? por lo que su presencia predominante en la capa interna da 
lugar a una carga neta negativa en la cara citosóllca de la membrana plasmatica. 

Ademas de los fosfolipidos. las membranas plasmaticas de las cel u las ani¬ 
males contienen glicolipidos y colesterol. Los glicolśpidos se encuentran ex- 
clusivamente en la capa externa de la membrana plasmatica, eon sus residuos 
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Exterior celular 


Esfingomielina Glicolipido 



Fosf atid i I se r i na Fo sf ati d i I i n os ito I 

Citosol 


Fosfatidilcolina Colesterol 



Fosf ati di I etano łamln a 


Figura 12,2 

Componentes lipidicos de la membra¬ 
na plasmatica. La capa externa esta 
constituida pre dominantę men te por fosfa- 
tidilcolina, esfingomielina y glicoffpidos, 
mientras que la capa mierna contiene fos- 
fatidi! etanolamina, fosfatidilsenna y fosfa- 
tidilinositol. El colesterol se distribuye en 
ambas capas. Se indiea la carga neta ne- 
gativa de las cabezas de fosfatidilserina y 
fosfatidilinositol. Las estructuras de fosfo- 
Ifpidos, glicolfpidos y colesterol se mues- 
tran en fas Figuras 2.7, 2,8 y 2.9, respecti- 
vamente. 


hidrocarbonados expuestos a la superficie celular, Son componentes relativa- 
mente minoritarios, constituyendo solo cerca del 2 % de los ITpidos de la mayo- 
rfa de las membranas plasmaticas. El colesterol, por el contrario, es un compo- 
nente mayoritario de las membranas de las celulas animales, estando presente 
en casi las mismas cantidades molares que los fosfolipidos. 

Dos caracteristicas generales de las bicapas fosfolipidicas resultan criticas 
para la función de la membrana, Primero, la estructura de los fosfolipidos es la 
responsable de la actuación de las membranas como barreras entre dos com- 
partimentos acuosos. Debido a que el interior de la bicapa fosfolipfdica esta 
ocupado por cadenas de acidos grasos hidrofóbicas, la membrana es impem 
meable a moleculas hidrosolubles, incluyendo iones y la mayoria de las molecu- 
las biológicas. Segundo, las bicapas de los fosfolipidos que se eneuentran en la 
nafuraleza son fluidos viscosos, no sólidos. Los acidos grasos de la mayor parte 
de los fosfolipidos naturales tienen uno o mas enlaces dobles, que introducen 
codos en las cadenas hidrocarbonadasy dificultan su empaquetamiento. Por lo 
tanto, las iargas cadenas hidrocarbonadas de los acidos grasos se mueven li- 
bremente en el interior de la membrana, por lo que la membrana es ligera y 
flexib1e. Ademas, tanto los fosfolipidos como las proteinas son libres de difundir 
lateralmente dentro de la membrana —una propiedad fundamenta! para mu- 
chas de las funciones de la membrana—. 

Debido a su estructura en antllo rigido, el colesterol desempena un papel 
caracteristico en la estructura de la membrana. El colesterol no formara una 
membrana por sf mismo t pero se inserta dentro de la bicapa de fosfolipidos eon 
sus grupos polares hidróxilo próximos a las cabezas de los fosfolipidos (vease 
Fig. 12.2). Dependiendo de la temperatura, el colesterol tiene efectos diferentes 
sobre la fluidez de la membrana, A temperaturas altas el colesterol interfiere 
eon el movimiento de las cadenas de acidos grasos de los fosfolipidos, lo que 
disminuye la fluidez de la parte exierna de la membrana y reduce su permeabili- 
dad a las moleculas pequeńas, A bajas temperaturas, sin embargo, el colesterol 
tiene el efecto opuesto: al interferir eon las tnteracciones entre las cadenas de los 
acidos grasos el colesterol protege a las membranas de congelarse y mantiene la 
fluidez de la membrana. Aunque el colesterol no esta presente en bacterias, as 
un componente esencial de fas membranas plasmaticas de las celulas animales. 
Las celulas vegeta!es tambien carecen de colesterol, pero contienen unos com- 
puestos relacionados (esteroles) que llevan a cabo una función similar. 

Estudios recientes sugieren que no todos los Hpidos difunden libremente por 
la membrana plasmatica. Parece que determinados dominios de membrana es- 
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tan enriquecidos en colesterol y esfingolipidos (esfingomielina y glicolipidos). Es- 
tos grupos de esfingolipidos y colesterol se cree que forman “balsas» que se mue- 
ven lateralmente dentro de la membrana plasmatica y que pueden asociarse eon 
proteinas de membrana especificas, Aunque todavfa no se comprende la función 
de las balsas llpidicas, puede que desempenen un papet importante en procesos 
como fa seńalización celular y Ja toma de moleculas extracelulares por endocitosis. 

Protein as de membrana 

Mientras los lipidos son los elementos estructurales fundamentales de las 
membranas, las proteinas son las responsables de realizar las funciones espe- 
cificas de la misma. La mayor parte de las membranas plasmaticas estan com- 
puestas por, aproximadamente, un 50% de lipidos y un 50% de proteinas en 
peso, constituyendo las fracciones hidrocarbonadas de los glicolipidos y glico- 
protefnas de un 5 % a un 10 % de la masa de la membrana. Como las proteinas 
son mucho mas grandes que los lipidos, este porcentaje corresponde a casi 
una molecula de proteina por cada 50 ó 100 moleculas de lipidos. En 1972, 
Jonathan Singer y Garth Nicolson propusieron el modelo de mosaico fiuido 
de la estructura de la membrana, que actualmente esta aceptado como el para- 
digma fundamenta! de la organización de todas las membranas biológicas. En 
este modelo, las membranas se consideran fluidos bidimensionales en los que 
Jas proteinas se insertan dentro de bicapas lipidicas (Fig. 12.3), 

Singery Nicolson distinguieron dos clases de proteinas asociadasa la mem¬ 
brana, a las que denominaron proteinas perifericas e integrales de membra¬ 
na. Las proteinas perifericas de membrana se definieron operativamente como 
proteinas que se drsociaban de la membrana tras eJ tratamiento eon agentes 
polares, como soluciones de pH extrerno o de alta concentración salina, que no 
rompen la bicapa fosfolipidica. Una vez disociadas de la membrana, las protei- 
nas perifericas de membrana son soiubles en tampones acuosos. Estas protef- 
nas no se insertan en el interior hidrofóbico de la bicapa lipidica. En vez de esto, 
se asocian indirectamente eon las membranas a traves de interacciones protei- 
na-proteina. Estas interacciones freeuentemente implican enlaces iónicos, que 
se ven afectados por el pH extrermo o Ja alta salinidad. 


Figura 12.3 

Modeto del mosaico fiuido de Ja mem¬ 
brana plasmatica. Las proteinas inte¬ 
grales de membrana se insertan dentro de 
la bicapa lipidica, mientras que las protei¬ 
nas perifericas se fijan a la membrana in¬ 
directamente meefiante interacciones pro- 
teina-proteina. La mayoria de las proteinas 
integrales de membrana es proteina trans- 
membrana, eon porciones expuestas a 
ambos lados de la bicapa lipidica. La parte 
extraceiular de estas proteinas aparece 
generalmente glicosilada, af igual que las 
proteinas perifericas de membrana unidas 
a la cara externa de la misma. 
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A diferencia de las protefnas perifericas de membrana, las proteinas integra- 
les de membrana solamente pueden ser liberadas medianie tratamientos que 
rompan la bicapa fosfolipidica. Estas proteinas integrales de membrana tienen 
partes que se insertan dentro de la bicapa lipidica, por lo que solo pueden ser 
disociadas mediante agentes que alteren las interacciones hidrofóbicas, Los 
agentes mas comunes utilizados para ta solubilización de las proteinas integra¬ 
les de membrana son los detergentes, que son moleculas peguehas anfipaticas 
que contienen tanto grupos hidrofóbicos como hidrofilicos (Fig. 12.4). Las por- 
ciones hidrofóbicas de los detergentes desplazan los hpidos de membrana y se 
unen a las porciones hidrofóbicas de las protefnas integrales de membrana. 
Debido a que el otro extremo de la molecula de detergent© es hidrofilico, los 
complejos detergente-proteina son solubles en soluciones acuosas. 

Muchas proteinas integrales son protefnas transmembrana, que atravie- 
san la bicapa lipidica eon partes expuestas a ambos lados de la membrana. 
Estas proteinas se pueden observar en las micrograffas ełectrónicas de las 
membranas plasmaticas preparadas mediante la tecnica de criofractura (vease 
Fig. 1.35). En estas muestras, la membrana se eneuentra partiday separadaen 
sus dos capas. Las proteinas transmembrana aparecen entonces como partb 
culas sobre ia cara interna de la membrana (Fig, 12,5). 

La porción de las proteinas transmembrana que atraviesa la membrana son 
generalmente a-hśłices de 20 a 25 aminoacidos hidrofóbi¬ 
cos que se insertan dentro de la membrana del reticulo 
endoplasmaticodurante la sintesis de lacadena polipepti- 
dica (veanse Figs. 9,11 f 9.12 r y 9.13). Estas proteinas en¬ 
tonces se transportan en vesfculas de membrana desde el 
reticulo endoplasmaticoal aparato de Goigi, y desde alli a 
la membrana plasmatica. A las cadenas polipeptfdicas se 
les ahaden grupos carbohidrato, tanto en el reticulo endo- 
plasmatico como en el aparato de Golgi, por lo que la ma- 
yoria de las proteinas transmembrana de la membrana 
plasmatica son glicoprateinas eon sus oligosacarldos ex- 
puestos en la superficie de ia celula, 

Los estudios en gióbulos rojos han proporcionado bue- 
nos ejemplos de proteinas perifericas e integrales asocia- 
das eon la membrana plasmatica. Las membranas de los 
eritrocitos humanos contienen cerca de una docena de 
proteinas principales, que se identificaron originalmente 
mediante eleclroforesis en gel de preparaciones de merrv 


Figura 12 A 

Solubilización de las protemas integra¬ 
les de membrana mediante detergentes. 

Los detergentes (p, ej., octil glucósido) 
son moleculas anfipaticas que contienen 
cabezas hidrofilicas y colas hrdrofóbicas. 
Las colas hidrofóbicas se unen a las regio- 
nes hidrofóbicas de las proteinas integra¬ 
les de membrana, formando un complejo 
detergente-proteina que es soluble en so- 
lución acuosa. 


Figura 12.5 

Micrografia electrónica de criofractura 
de membranas de gióbulos rojos san- 
guineos humanos Las particulas en la 
membrana son proteinas transmembrana, 
(Harold H. Edwards/ Visuals Unlimited.) 
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Figura 12.6 

Proteinas integrates de membrana de 
globu los rojos sangumeos. La glicofo¬ 
rina (131 aminoacidos) contiene una uni- 
ca 2 -helice transmembrana, Esta muy gii- 
óósilada, eon 16 sitios de unión para los 
oligosacaridos en la porción extracelular 
de la cadena polipeptidica. La banda 3 
(929 aminoacidos) tiene multiples ?-heli- 
ces transmembrana y se cree que atravie- 
sa la membrana 14 veces. 
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brana. La mayor parte de estas son proteinas penfericas de membrana que se 
han identificado como componentes del citoesquefeto cortical, que subyace a la 
membrana plasmatica y determina la forma celular {vease Cap, 11). Por ejem- 
plo, la proteina periferica de membrana mas abundante de los glóbulos rojos es 
la espectrina, que es la principal proteina del citoesgueieto de los eritrocitos. 
Otras proteinas perifericas de membrana de los glóbulos rojos son la actina, la 
anquirina, y la banda 4.1, La anqulrina es el principal puente de unión entre la 
membrana plasmatica y el citoesqueleto ? uniendose a la espectrina y a la protei¬ 
na integral de membrana banda 3 (vease Fig, 11,11). Un nexo adicional entre la 
membrana y el citoesqueleto lo proporciona la banda 4.1, que se fija a las unio- 
nes de espectrina y actina, asi como a la glicoforina {la otrą proteina integral de 
membrana importante de los eritrocitos). 

Las dos proteinas integrates de membrana principales de los glóbulos rojos. 
glicoforina y banda 3, proporcionan ejemplos bien estudiados de la estructura 
de las proteinas transmembrana (Fig, 12.6). La glicoforina es una giicoprotema 
pequeńa de 131 aminoacidos, eon un peso molecular de aproximadamente 
30,000, del cual la mit ad corresponde a la fracción de proteinas y la otrą mitad a 
carbohidrato. La glicoforina atraviesa la membrana medianie una unica ?.-helice 
de 23 aminoacidos y la porción aminoterminal esta glicosilada y expuesta en la 
superficie celular. Aunque la glicoforina fue una de las primeras proteinas trans- 
membrana que se caracterizaron todavia se desconoce su función exacta. Por 
el contrario, si que se conoce la función de la otrą proteina transmembrana 
principal de los glóbulos rojos. Esta proteina, originariamente conoctda como 
banda 3, es el transportador aniónico responsable del transporte de iones bicar- 
bonato (HCO^) y cloruro (CL) atraves de la membrana del globulo rojo. La cade¬ 
na polipeptidica de la banda 3 consta de 929 aminoacidos y se cree que tiene 14 
regiones en z-helice que atraviesan la membrana. Dentrode la membrana, dime- 
ros de la banda 3 forman estructuras globulares que contienen canales internos a 
traves de los cuales los iones son capaces de cruzar la bicapa lipfdica. 

Debido a su cara eter anfipatico es muy dtficil conseguir que las proteinas 
transmembrana cristalicen, como se requiere para un anaiisis estructura! tridi- 
mensional por dif racción de rayos X, La primera proteina transmembrana en ser 
analizada por cristalografia de rayos X fue el centro de reacción fotosintśtićo de 
la bacteria Rhodopseudomonas yiridis . cuya estructura fue publicada en 1985 
(Fig. 12.7). El centro de reacción esta constituido por tres proteinas transmem¬ 
brana, destgnadas por L, M, y H, (del ingfes light, medium, y heavy t ligera, me¬ 
dia y pesada, respectivamente) en función de su tamano aparente indicado por 
electroforesis en gel. Las subunidades L y M tienen cada una cinco a-helices 
que afraviesan la membrana. La subunidad H tiene unicamente una sc-hślice 
transmembrana y la mayor parte de la cadena polipeptidica se dispone sobre el 
lado citosólico de la membrana. La cuarta subunidad del centro de reacción es 
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un citocromo, que es una proteina periferica de membrana unida al complejo 
mediante interacciones protema-protema, 

Aunque la mayona de las protefnas transmembrana atraviesan la membra¬ 
na mediante regiones de a-helice, esto no siempre es asf Una excepción bien 
conocida la proporcionan las porinas —una clase de proteinas que forman ca- 
nales en las membranas externas de algunas bacterias—. Muchas bacterias, 
incluyendo £ coli tienen un sistema dobie de membranas en el que la membra¬ 
na plasmatica (o membrana interna) se encuentra rodeada por la pared celular 
y por una membrana externa diferenciada (Fig, 12.8). A diferencia de la mem¬ 
brana plasmatica, la membrana externa es muy permeable a los iones y a las 
moleculas pequenas polares (en el caso de £ coli, eon pesos moleculares de 
hasta 600). Esta permeabilidad es debida a las porinas, que forman canales 
acuosos abiertos a traves de la bicapa lipidica. Como se describió en el Capitu¬ 
lo 10, tambien se eneuentran proteinas relacionadas eon las porinas bacteria- 
nas en las membranas externas de las mitocondrias y de los cloroplastos. 

El analisis estructural muestra que las porinas no contienen regiones oc-heH- 
ce hidrofóbicas. En su lugar, atraviesan la membrana en forma de barriles fi t en 
los que 8 a 22 laminas fi se pliegan para formar una estructura eon forma de 
barril que encierra un poro acuoso. Las cadenas laterales de los aminoacidos 
polares revisten el poro, mientras que las cadenas laterales de los aminoaci¬ 
dos hidrofóbicos interaccionan eon el interior de la membrana. Algunas porinas 
estan presentes en la membrana en forma de monómeros, mientras que otras 
se asocian para formar multfmeros estables, formando multiples canales a tra- 
ves de los cuales pueden difundir moleculas polares a traves de la membrana. 

A diferencia de las proteinas transmembrana, otros tipos de protefnas (mu¬ 
chas de las cuales se comportan como proteinas integrales de membrana) se 
unen a la membrana plasmatica por uniones covalentes a lipidos o a glicolipi- 
dos (Fig. 12.9). Una clase de estas proteinas se unen a fa capa externa de la 
membrana plasmatica mediante anclajes de glicosilfosfatidilinositol (GPI), 
Los anclajes de GPI se ańaden a determinadas proteinas que se transfieren al 
retlculo endoplasmatico y que se unen a la membrana por una region C-terminal 
transmembrana (vease Fig. 9.16). El fragmento transmembrana se escinde cuan- 
do se anade et anclaje de GPI, por lo que estas protefnas permanecen unidas a la 



Figura 12.7 

Centro de reacción fotosintetico de 
una bacteria. El centro de reacción 
consta de tres proteinas transmembrana, 
denominadas L (roją), M (amarilla) y H 
(verde). Las subunidades L y M cada una 
tiene cinco 2 -hefiees transmembrana, 
mientras que la subunidad H sofamente 
tiene una. La cuarta subunidad de! centro 
de reacción es un citocromo (blanco), 
que es una proteina periferica de mem¬ 
brana. 
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Figura 12 8 

Membranas ex tern as bacterianas. La 

membrana plasmatica de algunas bacte¬ 
rias esta rodeada por una pared celular 
eon una membrana externa diferenciada. 
La membrana externa contiene porinas, 
que forman canales acuosos que perrni- 
ten la librę circulación de iones y molecu¬ 
las pequenas. Las porinas atraviesan la 
membrana en forma de barriles /f. 
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Figura 12.9 

Ejemplos de protemas unidas a la 
membrana plasmatica mediante lipi- 
dos y glicolipidos. Algunas protemas 

(p. ej., la proteina linfocltaria Ttiy-1) se 
unen a la capa externa de la membrana 
plasmatica mediante anclajes de GPI 
que se ańaden a su C-terminal en el retl- 
cufo endoplasmico, Estas proteinas son 
glicosiladas y expuestas en la superfieae 
celular. Gtras proteinas se unen a la capa 
interna de la membrana plasmatica tras 
ser traducidas por los ribosomas citosóli- 
cos libres. La proteina Ras, que aqui se 
muestra, se une por un grupo prenilo fija- 
do a la cadena lateral de una cistema C- 
terminal y por un grupo palmitoilo unido a 
una cisteina localizada cfnco aminoaci- 
dos mas adelante. La proteina Src se une 
a traves de un grupo miristoilo unido a su 
N-łerminal. Una region de Src eon carga 
positiva tambien desempeńa un papel en 
la asociación a la membrana, quizas por 
interactuar eon las cabezas eon carga 
negatwa de la fosfatidilserina. Las es- 
tructuras de estos grupos lipidicos y glF 
colipidicos se muestran desde la Figura 
7.31 a la 7.34. 


membrana solamente por el giicolipi- 
do. Puesto que las cadenas polipep- 
tidicas de las proteinas ancladas 
mediante GPf se transfieren al reti- 
culo endoplasmatico T son glicosila¬ 
das y expuestas en la superłicie de 
la celula tras ser transportadas a la 
membrana plasmatica. 

Otras proteinas se unen a la 
capa interna de la membrana plas¬ 
matica a traves de lipidos asociados 
por entace covalente. Estas proteP 
nas, en vez de ser procesadas a tra- 
ves de la vta secretora. se sintetizan 
en ribosomas eitosólicos libres y son 
modificadas despues por la adición 
de lipidos. Estas modificaciones in- 
cluyen la adición de acido miristico 
(un acido graso de 14 carbonos) al 
amino terminal de la cadena poli- 
peptidica, la adición de acido palmb 
tico (16 carbonos) a las cadenas la- 
terałeś de restos de cisteina, y la 
adición de grupos prenifo (15 o 20 
carbonos) a las cadenas laterales 
de los restos de cisteina carboxilo 
terminales (veanse Figs. 7.31 t 7.32, 
y 7.33). En algunos casos, el desti- 
no en la membrana de estas protei¬ 
nas (muchas de las cuales se corrv 
portan como proteinas perifericas 
de membrana) esta marcado, ade- 
mas de por la unión de los lipidos, 
por regiones de la cadena polipepti- 
dica cargadas positivamente, Estos 
dominios de proteinas eon carga positiva pueden interaccionaf eon los grupos 
cargados negativamente de la cabeza de la fosfatidilserina en la cara citosólica 
de la membrana plasmatica. Hay que destacar que muchas de las proteinas 
unidas a la capa interna de la membrana plasmatica (incluyendo las proteinas 
Src y Ras mostradas en la Fig. 12,9) desempenan un papel importante en la 
transmisión de senales desde los receptores de superficie cefulares a las dia- 
nas intracelulares T como se vera en el próximo capitulo. 


Moińlidad dc las proteinas dc la membrana 


Las proteinas de la membrana y los fosfolipidos no pueden saltar hacia adelan¬ 
te y hacia atras entre las capas interna y externa de la membrana a una velocF 
dad apreciable. Sin embargo, debido a que se insertan en una bicapa lipfdica 
fluida, tanto las proteinas como los lipidos son capaces de difundśrse lateral- 
mente a traves de la membrana, Este movimiento laterai se mostró por primera 
vez de forma direcia en un experimento publicado por Larry Frye y Michael 
Edidin en 1970, que supuso un apoyo al modelo del mosaico fluido, Frye y Edi- 
din fusionaron celulas humanas y de ratón en un cultivo para obtener celulas 
hibridas rafón-humanas (Fig. 12.10). Analizaron despues fa distribución de las 
proteinas en las membranas de estas celulas hibridas empleando antieuerpos 
que reconccfan especificamente las proteinas de origen humano y de ratón. 
Estos antieuerpos se marcaron eon distintos tintes fluorescentes, por lo que las 
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proteinas humana y de ratón podian distinguirse por microscopia de fluorescen- 
cia. inmediatamente despues de la fusión, las proteinas de hombre y de ratón 
se localizaron en mitades diferentes de las celulas hibridas. Sin embargo, des- 
pues de un breve periodo de incubación a 37 C T las proteinas de hombre y de 
ratón se encontraban totalmente mezcladas sobre la superficie celular, io que 
indicaba que se movian libremente a traves de la membrana plasmatica. 

Sin embargo, no todas las proteinas son capaces de difundir libremente por 
la membrana. En algunos casos, !a movilidad de las proteinas de membrana se 
encuentra restringida por su asociación eon el citoesqueleto. Por ejemplo, una 
fracción de la banda 3 en la membrana de los glóbulos rojos esta inmovilizada 
debido a su unión eon la anquinna y la espectrina. En otros casos, la movilidad 
de las proteinas de membrana puede estar restringida por su asociación eon 
otras proteinas de membrana, eon proteinas de la superficie de celulas adya- 
centes, o eon la matriz extraeelular. 

A diferencia de fos glóbulos rojos, las celulas epitelialesse polarizan cuando 
estan organizadas en tejidos, de tal manera que diferentes partes de la celula 
llevan a cabo distintas funciones. Por lo tanto, las membranas plasmaticas de 
muchas celulas epiteltales se dividen en los dominios apical y basolateral que 
difieren en función y en composidón de proteinas (Fig, 12.11). Por ejemplo, las 
celulas epiteltales del intestino delgado actuan absorbiendo nutrientes desde el 
tracto digestivo. La superficie apical de estas celulas, que encara la luz intesti- 
nal, esta cubierta por microvellosidades y especializada en la absorción de nu¬ 
trientes. La superficie basotateraL que encara al tejido conectivo subyacente y al 
aporte sangumeo, esta especializada en la transferencia hacia la circulación de 
los nutrientes absorbidos. Para mantener estas funciones diferenciadas, la movi- 
lidad de las proteinas de la membrana plasmatica debe estar restringida a los 
dominios pertinentes de la superficie celular. Uno de los mecanismos por el que 
esto tiene lugar implica la formación de umones estrechas {que se tratan mas 
adelante en este Capitulo) entre las celulas adyacentes del epiteiio, Estas unio- 
nes no solo sellan el espacio entre las celulas sino que tambien sirven como 
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Figura 12.10 

MoviNdad de las proteinas de la mem¬ 
brana. Se fusionaron celulas de hombre 
y de ratón para obtener celulas hibridas. 
La distribución de las proteinas en la su¬ 
perficie celular se analizo utiiizando anti- 
cuerpos ant i-hu mano y anti- ratón marca- 
dos eon diferentes tintes fluorescentes 
(rojo y uerde, respectivamente). Las pro- 
teinas de hombre y de ratón se detectaron 
en diferentes mitades de las celulas hibri¬ 
das inmediatamente despues de la fusión, 
pero tras cuarenta minutos de incubación 
se habian entremezdado en la superficie 
celular. 


Figura 12.11 

Celula epitelial intestinal polarizada. La 

superficie apical de la celula contiene mi- 
crovellosidades y esta especializada en la 
absorción de nutrientes desde la luz intestf- 
nal. La superficie basolateral esta especia¬ 
lizada en la transferencia de los nutrientes 
absorbidos al tejido conectiwo subyacente, 
que contiene capilares sanguineos. Las 
uniones estrechas separan los dominios 
apical y basolateral de la membrana pfas- 
matica. Las proteinas de membrana se di- 
funden libremente dentro de cada dominie, 
pero no son capaces de cruzar de un domi- 
nio al otro. 
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Figura 12.12 

Estructura de las balsas lipidicas. Las 

balsas Irpidicas estan organ izadas por in- 
teracciones entre Ja esfingomielina, los 
glicoiipidos y eJ colesterol. Las proteinas 
ancladas a GPI se encuentran preferente- 
mente en las balsas lipidicas y muchos 
otros tipos de proteinas de membrana 
tambien estan presentes de forma transi- 
toria, para mediar Ja sehalización celular o 
la endocttosis. 


barreras para eł movimiento de los lipidos y proteinas de membrana, Como resul- 
tado, las proteinas son capaces de difundirtanto dentro del dominio apical como 
del basolateral de ia membrana plasmatica pero no son capaces de cruzar de un 
dominio a otro. 

La composición lipidica tambien puede perturbar la librę difusión de las pro- 
tefnas de membrana. Las temperaturas defusión de los esfingolipidos (esfingo- 
mieiinay glicoiipidos) difieren de las de los fosfolipidos dem/adosdel glicerol. La 
esfingomielina y los glicoiipidos tienden a agruparse en pequenas zonas semi- 
sólidas denominadas balsas lipidicas (lipid rafts ), que tambien estan enrigue- 
cidas en colesterol debido a la afinidad de empaguetamiento del colesterol y los 
esfingolipidos (Fig. 12.12). Las balsas tambien estan enriquecidas en proteinas 
ancladas a GPI, y diversas proteinas que se encuentran en la bicapa de fosfoli- 
pidos, como proteinas de unión a GTP y diversas proteinas quinasas T entran y 
salen de las balsas. La presencia transitoria de estas proteinas en las balsas, 
permite la agrupación necesaria para procesos como la endocitosis y la seriali- 
zación mediada por recepto res. 

Algunas balsas estan estabilizadas por interacciones eon el citoesqueleto a 
traves de proteinas periferieas de membrana. Una proteina periferica de este 
tipo es la caveolina, que se asocia a una subclase de balsas lipidicas denomina¬ 
das caveolas. Como se vera mas adelante en este capitulo r (as caveo!as se 
asocian especificamente eon la endocitosis. 


Glicocńlix 

Como ya se ha visto f las porciones extracelulares de las proteinas de la mem¬ 
brana plasmatica generalmente se encuentran glicosiiadas. Del mismo modo, 
las fracciones hidrocarbonadas de los glicoiipidos se exponen en la cara exter- 
na de la membrana plasmatica. Como consecuencia, la superficie de la celula 
esta cubierta de un manto de carbohidratos, conocido como el giicocalix T cons- 
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Figura 12,13 

Glicocalix. Microg rafia electrónica de epitelio intestinal mos- 
trandose el glioocMx (flechas)* (Don FawcettA/isuals Unlimi- 
ted.) 




E-selectina 


tituido por los oligosacaridos de los glicotipidos y de las glicoprotemas trans- 
membrana (Fig, 12.13). 

Una de las funciones del glicocalix es proteger la superficie celular. Ademas, 
los oligosacaridos del glicocatix sirven como marcadores de varios tipos de inte- 
racciones celula-celula. Un ejemplo bien estudiado de estas interacciones es la 
adhesión de los glóbulos blancos sanguineos (leucocitos) a las celulas endotelia- 
les que limltan los vasos sanguineos —proceso que permite a los leucocitos 
abandonar el sistema circulatorio e intervenir en la respuesta inflamatoria en los 
tejidos dańados—, El primer paso en fa adhesión entre los leucocitos y las celulas 
endotellafes esta mediado por una familia de proteinas transmembrana denomi- 
nadas selectinas, que reconocen carbohidratos especfticos de la superficie celu¬ 
lar (Fig. 12.14). Dos miembros de la familia de las selectinas (E-selectina y P-selec- 
tina), que se expresan en las celulas endoteliales y en las plaquetas, se unen a 
oligosacaridos espeeificos expresados en la superficie de los leucocitos. Una se- 
lectina diferente (L-selectina) se expresa en los leucocitos y reconoce un oligosaca- 
rido en la superficie de las celulas endoteliales. Por lo tanto, los oligosacaridos 
expuestos en la superficie celular proporcionan un conjunto de marca¬ 
dores que ayudan a identificar los distintos tipos de celulas de los orga- 
nismos pluricelulares. 


Figura 12.14 

Union de las selectinas a los oligosacaridos. La E-selectma es una pro¬ 
teina transmembrana que se expresa en las celulas endoteliales y que se une 
a un oligosacarido expresado sobre la superficie de los leucocitos El oligosa- 
cartdo reconocido por la E-selectina contiene N-acetilg!ucosamina (GIcNAc), 
fucosa (Fuc), galactosa (Gal) y acldo sialico (acido W-acetilneuramfnico, 
NANA). 


Transporte de moleculas 
pequenas 

La celula mantiene su composición 
interna debido a que la membrana 
pfasmatica es selectivamente per- 
meable a las moleculas pequenas. 
La mayoria de las moleculas biológi- 
cas es incapaz de difundir a traves 
de la bicapa fosfolipidica, por lo que 
la membrana plasmatica constituye 
una barrera que impide el librę inter- 
cambio de moleculas entre el cito- 
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Figura 12.15 

Permeabilidad de las bicapas fosfolipi- 
dicas. Los gases, las moleculas hidrofó¬ 
bicas y las pegueńas moleculas poiares 
sin carga pueden difundir a traves de las 
bicapas fosfolipidicas. No pueden hacerio 
las moleculas poiares mas grandes ni las 
moleculas cargadas. 
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plasma y el medio externo de la celula. Son las proteinas de transporte especifi- 
cas (proteinas transportadoras carriers y las proteinas de canal) las responsa- 
bles del transito selectivo de las moleculas pegueńas a traves de la membrana, 
permitiendo a la celula controlar la composicion de su citoplasma. 

Difusión pasiva 

Ef mecanismo mas senctllo medianie el que [as moleculas pueden atravesar la 
membrana plasmatica es la difusión pasiva. En la difusión pasiva una molecu- 
la se disuelve en la bicapa fosfolipidica, difunde a traves de ella, y despues se 
disuelve en la sofución acuosa al otro lado de la membrana. Mo interviene nin- 
guna proteina de membrana y la dirección del transporte viene determinada 
simplemente por las concentraciones relativas de la molecula dentro y fuera de 
la celula, El flujo neto de las moleculas se produce a favor de su gradiente de 
concentración — desde un compartimento eon una concentración e!evada de la 
molecula a otro eon una concentración interior—, 

Por lo tanto, la difusión pasiva es un proceso no selectivo por el que cual- 
quier molecula capaz de dlsoh/erse en la bicapa fosfolipidica es capaz de atra- 
vesar la membrana plasmatica y alcanzar el equi!ibrio entre el interiory el exte- 
rior celular. Es importante seńalar que solo las moleculas pequenas y 
relativamente hidrofóbicas son capaces de difundir a traves de la bicapa fosfoli¬ 
pidica a una velocidad significativa (Fig. 12.15). De esta manera, los gases 
(como el 0 2 y ef C0 2 ), las moleculas hidrofóbicas (como el benceno), y las mole¬ 
culas pequehas poiares pero sin carga (como el H 2 0 y el etanol) son capaces de 
difundir a traves de la membrana plasmatica. Sin embargo, otras moleculas bioló- 
gicas son incapaces de disoK/erse en el interior hidrofóbico de la bicapa fosfolipi¬ 
dica. Debido a esto, las moleculas poiares grandes no cargadas, como la gluco¬ 
sa, son incapaces de atravesar la membrana plasmatica por difusión pastva, al 
igual que tampoco lo pueden hacer las moleculas cargadas, independientemenle 
del tamano (incluyendo iones pegueńos como H + , Na + , K \ y Gl'). El transporte de 
estas moleculas a traves de la membrana requiere la participación de proteinas 
de canal y transportadores especificos que de esta forma controlaran el trafico 
de la mayona de las moleculas biológicas dentro y fuera de la celula. 

Difusión facilitadu y proteinas transportadoras 

La difusión facilitada. a! igual que la difusión pasiva, implica el movimiento de 
las moleculas en la dirección determinada por sus concentraciones relativas 
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dentro y fuera de la celula No interviene ninguna fuente de energia externa r por 
lo que las moleculas se desplazan a traves de la membrana en la dirección 
determinada por sus gradientes de concentración y, en e! caso de las moleculas 
cargadas, por el potencial electrico a traves de la membrana. Sin embargo, la 
difusión facilitada se diferencia de la difusión pasiva en que las moleculas trans- 
portadas no se disuelven en la bicapa fosfolipfdica. En su lugar, su transito vie- 
ne mediado por proteinas que permiten a las moleculas transportadas atrave- 
sar la membrana sin interaccionar directamente eon su interior hidrofóbico. Por 
lo tanto, la difusión facilitada permite a las moleculas cargadas y a las polares, 
como carbohidratos, aminoacidos, nucleósidos, e iones. atravesar la membra¬ 
na plasmatica. 

Se suelen disfinguir dos clases de proteinas que intervienen en la difusión 
facilitada: proteinas transportadoras y proteinas de canal. Las proteinas trans- 
portadoras se unen t en un lado de la membrana, a las moleculas especificas 
que han de ser transportadas. Despues sufren un cambio conformacional que 
permite que la molecula pasę a traves de la membrana y sea liberada a! otro 
lado. En cambio, las proteinas de canal (descritas en ja sección siguiente) 
forman poroś abiertos a traves de la membrana y permiten la librę difusión de 
cualquier molecula de! tamańo y carga apropiados. 

Las proteinas transportadoras son las responsables de la difusión facilitada 
de los azucares, aminoacidos, y nucleósidos, a traves de la membrana plasma¬ 
tica de la mayoria de las celuias. La entrada de la glucosa, que es la fuente 
principaJ de energia metabólica, es una de las funciones de transporte mas 
importantes de la membrana plasmatica, y el transportador de glucosa propor- 
ciona un ejemplo bien estudiado de una proteina transportadora. El transporta¬ 
dor de glucosa se identificó inicialmente como una proteina de 55-kDa en los 
glóbulos rojos sanguineos humanos, donde representa aproximadamente el 
5% de la proteina total de la membrana. El aislamiento y el analisis posterior de 
la secuencia de un clon de ADNc revelaron que el transportador de glucosa 
presenta 12 segmentos transmembrana en 2 -helice —una estructura tipica de 
muchas proteinas transportadoras {Fig. 12,16). Estas 2 -heiices transmembrana 
estan compuestas, fundamentaimente, por aminoacidos hidrofóbicos pero va- 
rias tambien contienen restos aminoacidicos polares que se cree que forman 
parte del sitio de unión de la glucosa en el interior de !a proteina. 

Al igual que sucede eon muchas proteinas de membrana, no se conoce la 
estructura tridimensional del transportador de la glucosa, por lo que el mecanismo 
molecular del transporte de la glucosa es una incógnita. Sin embargo, los estudios 
cineticos indican que e! transportador de la glucosa funciona alternando entre dos 
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Figura 12.16 

Estructura del transportador de la glu¬ 
cosa. El transportador de la glucosa tiene 
12 2 -helices transmembrana. Los restos 
aminoacidicos polares situados dentro de 
la bicapa fosfolipidica vienen indicados 
como Girę u los morado oscuro. (Adaptado 
de G. I. Bell, C. F. Burant, J. Takeday G. W. 
Gould, 1993. J. Biot. Chem. 268: 19161.) 
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Figura T 2.17 

Modelo para la difusión facilitada de Ła 
giucosa* El transportador de la giucosa 
altema entre dos confornnaciones en don- 
de el sitio de unión de la giucosa se en- 
cuentra alternativamente expuesto al ex- 
terior y al interior celular. En la primera 
conformación mostrada (A), la giucosa se 
fija ai sitio expuesto al exterior de la mem¬ 
brana plasmatica, El transportador enton- 
ces sufre un cambio conformacionab de 
manera que el sitio de unión de la giucosa 
encara al interior de la cel ula y la giucosa 
se libera al citosol (B). Entonces, el trans¬ 
portador recupera su conformación odgi¬ 
nał (C). 



(B) 


Exterior celular 





0 

Interior celular 


(C) 




conformaciones (Fig. 12,17). En la primera conformación, el sitio de unión a la 
giucosa se situa frente al exterior de la celula. La unión de la giucosa a este sitio 
induce un cambio conformacionaf en el transportador, de tal manera que el sitio de 
unión de la giucosa ahora se situa frente al interior celular. Entonces la giucosa 
puede ser liberada en el citosol y el transportador recupera su conformación intcial. 
La mayoria de las celulas, incluyendo los eritrocitos, estan expuestas a con- 
centraciones de giucosa extracelulares mas aitas que las existentes en el inte¬ 
rior de la celula, por lo que la difusión facilitada da lugar a un flujo neto de la 
giucosa hacia el interior. Una vez que la giucosa es captada por estas celulas, 
se metaboliza rapidamente por lo que la concentración intracelular de giucosa 
permanece baja y la giucosa se sigue transportando hacia el interior celular 
desde el fluido extracelular. Sin embargo, debido a que tos cambios conforma- 
cionales en el transportador de giucosa son reversibles T la giucosa puede ser 
transportada en la dirección opuesta simplemente inyirtiendo los pasos de la 
Figura 12,17. Ese flujo jm/erso ocurre, por ejemplo, en las celulas hepaticas, en 
donde la giucosa se sintetiza y se libera a la circulación. 

Ctutn fes iónicos 

A diferencia de las proteinas transportadoras, las proteinas de canal simple^ 
mente forman poroś abiertos en la membrana, permitiendo a las moleculas de 
pequeho tamańo y carga apropiada pasar libremente a traves de la bicapa lipi- 
dica. Un grupo de proteinas de canal descritas anteriormente son las porinas, 
que permiten el librę transito de iones y moleculas polares pequenas a traves de 
las membranas extemas de las bacterias {vease Fig. 12.8), Las proteinas de 
canal tambien permiten el paso de moleculas entre las celulas conectadas entre 
si mediante uniones de tipo «gap», que se trataran posteriormente en el capitu- 
lo. Las membranas plasmaticas de muchas celulas tambien contienen proteF 
nas de canal para el agua (acuaporinas) ; a traves de las cuales las moleculas 
de agua pueden cruzar la membrana mucho mas rapidamente de lo que pue- 
den difundir a traves de la bicapa fosfoliptdica. Sin embargo, las proteinas de 
canal mejor caracterizadas son los canates iónicos. que intervienen en el tran¬ 
sito de los iones a traves de la membrana plasmatica. Aunque los canales ióni¬ 
cos estan presentes en las membranas de todas las celulas, han sido especial- 
mente bien estudiados en el nervio y en el musculo, donde su apertura y cierre 
regulados son tos responsable de la transmisión de las seńales electricas, 
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Figura 12.18 

Modelo de un canal iórrico. En la conformación cerrada, el flujo de los iones esta blo- 
queado por una puerta. La apertura de la puerta permite a los iones fluir rapidamente a 
traves del canal. El canal contiene on poro estrecho que restringe el transito a los iones 
del tamario y carga apropiados. 


Tres propiedades de los canales iónicos son fundamentales para su función 
{Fig. 12.18), En primer lugar, el transporte a traves de los canales es extremada- 
mente rapido. Mas de un milion de iones por segundo fluyen a traves de los 
canales abiertos —una velocidad de flujo aproximadamente mil veces mayor que 
la velocidad de transporte medianie proteinas transportadoras. En segundo lu- 
gar, los canales iónicos son altamente selectivos debido a que el estrecho poro 
del canal restringe el paso a aąueilos iones de un łamano y carga apropiados. De 
esta manera, proteinas de canal espedficas permiten el transito de Na + , K + , Ca a \ y 
Ci a traves de fa membrana. En tercer lugar, la mayoria de los canales iónicos no 
se encuentran permanentemente abiertos. En su lugar. la apertura de los canaEes 
iónicos viene regulada por «puertas» que se abren de forma trans itoria en respues- 
ta a estfmulos especificos. A Ig u nos canales (denominados canales regulados 
por Ugando) se abren en respuesta a la unión de neurotransmisores u otras mole- 
culas senal; otros (denominados canales regulados por voltaje) se abren en res¬ 
puesta a variaciones en el potenciai electrico a traves de la membrana plasmatica. 

El papel fundamental que desempenan los canales iónicos en la transmisión 
de fos impulsos electricos fue elucidado a traves de una serie de elegantes expe- 
rfmentos publicados por Alan Hodgkin y Andrew Huxley en 1952. Estos investiga- 
dores emplearon como modelo las celulas nerviosas gigantes dei calamar. Los 
axones de estas neuronas gigantes tienen un diametro de aproximadamente 1 
mm, lo que hace posible la inserción de electrodos y la medida de la variación en 
el potenciai de membrana que tiene lugar durante la transmisión de los impulsos 
nerviosos. Mediante este abordaje. Hodgkin y Huxley demostraron que los cam- 
bios en el potenciai de membrana se debian a la apertura y cierre regulados de 
los canales de Na + y K ł en la membrana plasmatica, Posteriormente se pudo 
estudiar Ea actividad de los canales iónicos individuales empleando la tecnica de 
patch clamp (o Hecnica de registro de zona») desarrollada por Erwin Neher y 
Bert Sakmann en 1976 (Fig. 12.19). En este metodo, se emplea una micropipeta 
eon un diametro en la punta de aproximadamente 1 para aislar un pequeno 
trozo de la membrana; esto permite analizar el flujo de fos Iones a traves de un 
unico canal y estudiar eon mayor precisión Ea actividad de los canales iónicos. 

El flujo de los iones a traves de los canales de membrana depende de que 
se formę un gradiente iónico a traves de la membrana plasmatica. Todas las 
celulas, incluyendo las celulas nerviosas y las musculares, tienen bombas ióni- 
cas (que se describiran en la siguiente sección) que utilizan la energia derivada 
de la hidrólisis del ATP para realizar un transporte activo de iones a traves de la 
membrana plasmatica. El resultado es que la composición iónica del citoplasma 
es sensiblemente diferente a la del fluido extracelutar {Tabia 12,1). Porejemplo, 
el Na + es bombeado activamente fuera de fas celulas mientras que el K' es 
bombeado hacia dentro. Debido a esto, en el axón de calamar la concentración 
de Na + es casi 10 veces mas alta en el fluido extracelular que dentro de la 
celula, mientras que la concentración de K~ es aproximadamente 20 vece$ ma¬ 
yor en el eitosol que en el medio circundante. 

Debido a que los iones estan cargados electricamente, su transporte supone 
q Ue se establezca un gradiente electrico a lraves de la membrana. En el axón en 


Figura 12.19 

Tecnica de patch-ctamp (o de registro de zona), Se aisla un pequerio trozo de mem¬ 
brana en la punta de una micropipeta. Entonces se puede apiicar un estimulo desde den¬ 
tro de la pipeta, lo que permite medir el comportamiento de! canal atrapado. {Adaptado de 
E. Neher y B. Sakmann, 1992, Sci. Am. 266(3): 44.) 
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TABLA 12.1. Concentraciones 
iónicas extracelulares 
e intracelulares 


Concentración (mftf) 


ton 

Intra celular 

Extraceluiar 

Axón de calamar 

K* 400 

20 

Ma‘ 

SO 

450 

cr 

40-150 

560 


0,0001 

10 

Celula de mam dero 

tC 140 

5 

Na + 

5-15 

145 

ci- 

4 

110 

Ga 24 

0,0001 

2,5-5 


reposo del calamar hay un potenciai efectrico de aproximadamente 60 mV a 
traves de la membrana plasmatica, siendo el interior de la celula negativo eon 
respecto al exterior celular (Fig. 12.20). Este potenciai electrico se debe a las 
bombas iónicas y al flujo de los iones a traves de los canales que esten abiertos 
en la membrana plasmatica de la celula en reposo. La membrana plasmatica de 
los axones en reposo de calamar contiene canales de K + abiertos, por lo que es 
mas permeable al K 4 que al Na 4 o a otros iones. Como consecuencia, el flujo de 
K 4 supone la principal aportación aE potenciai de membrana en reposo. 

Como se describió en el Capftulo 10, el flujo de los iones a traves de la 
membrana esta dirigido tanto por el componente de la concentración como por 
el componente del voltaje de un gradiente electroguimico. Por ejemplo, la con- 
centración 20 veces superior de K 4 en el interior del axón de calamar. en com- 
paración eon la del fluido extracelular n dirige el flujo de K - hacia el extenor celu¬ 
lar. Sin embargo, debido a que el K 4 se eneuentra cargado positivamente, este 
flujo de fC desde la celula genera un potenciai electrico a traves de la membra¬ 
na encontrandose el interior de la celula cargado negativamente. Este potenciai 
de membrana se oponę al flujo continuo de K ł hacia el exterior de la celula, por 
lo que el sistema alcanza el estado de equilibrio en el que el potenciai de mem¬ 
brana contrarresta al gradiente de concentración del K , 

Cuantitatiuamente, la relación entre la concentración iónica y el potenciai de 
membrana viene dada por la ecuación de Nernst: 


V = 


? F ' 


. In 


C 0 

c, 


donde l/esel potenciai de equilibno en voltios, Res la constante de los gases, T 
es la temperatura absoluta, z es la carga del Ión, Fes la constante de Faraday, y 
C 0 y C, son las concentraciones del ión en el exterior y en el interior celular, 
respectivamente. Existe un potenciai de equilibrio para cada ión por separado, y 
el potenciai de membrana viene determinado por el flujo de todos los iones que 
atraviesan la membrana plasmatica. Sin embargo, debido a que los axones de 
calamar en reposo son mas permeables al K 1 que al Na 1 o que a otros iones 
(incluyendo Cl“), el potenciai en reposo de membrana (-60 mV) se eneuentra 
próximo al potenciai de equifibrio determinado por las concentraciones intrace- 
lulares y extracelulares de K + (-75 mV). 

A medida que los impulsos nerviosos (potenciales de acción) viajan a Jo 
largo de los axones, la membrana se despolariza (Fig. 12.21). E! potenciai de 


Figura 12,20 

Gradientes iónicos y potenciai de 
membrana en reposo del axón de cala¬ 
mar gigante. Solamente se representan 
las concentraciones de Na h y K ł debido a 
que estos son los iones que actuan en la 
transmisión del impulso nervioso. El Na 4 
es bombeado fuera de la cślula, mientras 
que el K' es bombeado hacia el interior, 
por lo que la concentración de Na 1 es su¬ 
perior en el exterior que en el interior del 
axón, y la concentración de K 4 es mayor 
dentro que fuera. La membrana en reposo 
es mas permeable al K 1 que al Na ł u otros 
iones porque contiene canales de K + 
abiertos. El flujo de K + a traves de estos 
canales supone una mayor aportación al 
potenciai de membrana en reposo de -60 
mV, que estara próximo al potenciai de 
equilibrio del K'. 
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Figura 12.21 

Potencial de membrana y canales ióni- 
cos durante yn potencial de acción, (A) 

Variación dei potencial de membrana en 
un punto del axón gigante de calamar des- 
pues de un estimufo. E^ y E K son los po¬ 
tencja! es de equi]ibrio para el Na 1 y ei K\ 
respectivamente. (B) Primero, el potencial 
de membrana aumenta a medida que se 
ab ren fos ca n aleś de Na f regulados por 
voltaje. Despues, el potencial de membra¬ 
na cae por dęba jo de su vafor de reposo a 
medida que los canafss de Na" se inacti- 
van y los canales de K Ł regulados por vol- 
taje se abren. Entonces los canafes de K" 
regulados por voltaje se inactivan, y el po¬ 
tencial de membrana retorna a su valor de 
reposo. 


* 


Canales de Na + regulados por voltaje abiertos 



^Na + 


+30 mV 


I Canales de Na 1 regulados por voltaje cerrados 
^ Canales de K + regulados por voltaje abiertos 


-75 mV 


| C ■ i n a I e s de K + reg u i ados po r vo I taje ce rrad os 




Reposo 
-60 mV 


membrana vana desde -60 mV a 5 aproximadamente, +30 mV en menos de un 
milisegundo, tras to cual vue!ve a ser negativo y retorna a su vaior de reposo. 
Estos cambios se deben a la apertura y cierre rapido y secuencial de los cana- 
les de Na + y K' regulados por voltaje. Una variación pequeńa del potencial de 
membrana (de -60 mV a -40 mV) provoca la rapida apertura de los canales de 
Na". Esto permite el flujo de Na + al interior celular, motivado tanto por su gra- 
diente de concentración como por ei potencial de membrana. La repentina entra- 
da de Na' causa una gran afteración en el potencial de membrana f que aumenta 
a cerca de +30 mV, acercandose al potencial de eguifibrio del Na' que es aproxi- 
madamente +50 mV. En ese momento se inactivan los canales de Na" y se abren 
los canales de K + regulados por voltaje ? aumentando sensiblemente la permeabi- 
lidad de la membrana al K". El K 1 entonces sale rapidamente de la celula, debido 
tanto al potencial de membrana como al gradiente de concentración del K\ lo 
que provoca que ei potencial de membrana descienda rapidamente hasta valo- 
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Figura 12.22 

Seńalización por la liberación de neu- 
rotransmisores en una smapsfs* La lle- 

gada de un impulso nervioso al terminal 
de una neurona es una seńai que induce 
la fusión de las vesiculas sinapticas eon la 
membrana plasmatica, io que da lugara la 
liberación def neurotransmisor desde la 
celula presinaptlca a la hendidura sinapti¬ 
ca. El neurotransmisor se une a los recep- 
tores y abre los canales iónicos regulados 
por ligando en la membrana pląs mat i ca 
de la celula diana. 


Exterior 


Poro 


Sitio de unión 
de la acetilcolina 



res de “75 mV (el potencial de equiiibrio del K + ). Entonces se inactivan los cana¬ 
les de K 4 regulados por voitaje y el potencial de membrana retorna a su nivel de 
reposo de -60 mV, determinado por el fiu jo de y de otros iones a traves de 
los canales que permanecen abiertos en las celulas no estimuladas. 

La despolarización de ias regiones adyacentes de la membrana plasmatica 
permite a los potenciales de acción viajar a lo largo de los axones de las celulas 
nen/iosas como seńales electricas. dando como resultado la rapida transmisión 
de los impulsos nerviosos a traves de largas distancias. Por ejemplo, los axones 
de las motoneuronas humanas pueden medir mas de un metro de longitud. La 
llegada de los potenciales de acción a los terminales de la mayoria de las neuro 
nas seńafa la liberación de neurotransmisores, como la acetilcolina, que portan 
las senales entre las celulas en la sinapsis (Fig, 12,22). Los neurotransmisores 
liberados desde las celulas presinapticas se unen a receptores en la membrana 
de las celulas postsinapticas, donde inducen la apertura de los canales iónicos 
regulados por voltaje, Uno de los canales mejor conocidos es el receptor de la 
acetilcolina de las celulas musculares, La unión de la acetilcolina abre un canal 
que es permeable tanto al Na* como af K + . Esto permite la entrada rapida del 
Na 4 que despolariza la membrana de la celula muscular y dispara un potencial 
de acción. El potencial de acción causa la apertura de los canales de Ca 24 regu¬ 
lados por voltaje lo que produce un aumento del Ca 24 intracelular, que sera la 
seńai para la contracción (vśase Fig. 11.25). 

El receptor de la acetilcolina, aislado inicialmente a partir del órgano eleclri- 
co de la raya Torpedo en los ańos 70, es el prototipo de los canales regulados 
por ligando. El receptor esta constituido por cinco subunidades dispuestas en la 
membrana a modo de un eilindro (Fig. 12,23). Se cree que en su estado cerra¬ 
do, el poro del canal se eneuentra bloqueado por las cadenas laterales de los 
aminoacidos hidrofóbicos. La unión de la acetilcolina induce un cambio confor- 


Figura 12.23 

Modelo del receptor de acetilcolina* El receptor esta constituido por cinco subunida¬ 
des dispuestas alrededor de un poro central. La unión de la acetilcolina a un sitio de la 
region extraceluiar del receptor induce cambios alostencos que abren la puerta del canal, 
El canal esta reeubierto por aminoacidos cargados negativamente que impiden el flujo de 
los iones negativos. (Adaptado de N. Unwin. 1993. Celi 72 /Neuron 10 (Suppl.): 31.) 
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macionai en el receptor de forma que estas cadenas laterales fiidrofóbicas de- 
jan de estar en e! canal, abriendo un poro que permite el paso de los Iones eon 
carga posith/a, incluyendo Na* y K\ Sin embargo, el canal permanece imper- 
meable a los iones eon carga negativa, como el Cl - , debido a que esta reeubier- 
to por aminoactdos cargados negativamente. 

Los canales de Na* y K H regulados por vo!taje presentan un mayor grado de 
selectividad iónica. Los canales de Na' son mas de 10 veces mas permeables 
al Ma + que al K\ mientras que los canales de K* son mas de mil veces mas 
permeables al K* que al Na". La selectividad del canal de Na* se puede explicar, 
al menos en parte, mediante la presenda de un poro estrecho que actua como 
un filtro de tamańo. El radio iónico del Na + (0 r 95 A) es mśs pequeńo que el del 
K' (1 ,33 A), y se cree que el poro del canal de Na* es lo suficientemente estre¬ 
cho como para impedir el paso def K 1 o de iones mas grandes (Fig, 12.24). 

Los canales de K tambien tienen poroś estrechos, que impiden el paso de 
los iones mayores. Sin embargo, ya que el Na* tiene un radio iónico mas peque- 
ho, esto no explica la permeabtlidad selectiva de estos canales hacia el K\ La 
selectividad del canal de K + se basa en un mecanismo diferente, que fue eluci- 
dado al determinarse la estructura tridimensionai de un canal de por cristalo- 
grafia de rayos X en 1998 (Fig. 12.25). El poro del canal contiene un filtro selec- 
tivo estrecho que esta delimitado por oxigenos carbonilicos (C O) del 
esgueleto polipeptidico, Cuando un ion K 4 entra en el filtro de selección interac- 
ciona eon estos oxigenos carbomTtcos, y las moleculas de agua a las que esta- 
ba unido el K l se desplazan, lo que permite al K + deshidratado pasar a travós 



Figura 1224 

SelectMdad iónica de los canales de 
Na ł . Un poro estrecho permite el paso del 
Na + unido a una unica molecula de agua, 
pero impide el paso del K o de iones ma- 
yores. 


Figura 1225 

Seleetividad de los canales de K + . El 

canal de K' contiene un filtro selectivo es¬ 
trecho, delimitado por atomos de oxfgeno 
carbonilico (C O). El poro es lo suficien¬ 
temente ancho como para permitir el paso 
de K + deshidratado, del cual han sido des- 
plazadas todas las moleculas de agua 
asociadas debido a las interacciones en- 
tre el K + y estos grupos cetónicos. El Na + 
es demasiado peąueńo para i nte race i on ar 
eon los grupos cetónicos del filtro selecti- 
vo, por lo que permanece unido al agua en 
un complejo que es demasiado grandę 
para pasar a traves del poro del canal. 


Na^H 2 0 






































































502 • Sección III • Estructura y furtción celulares 


Figura 12 26 

Estructuras de los canaies catiónicos 
regulados por voltaje. Los canaies de 
K . Na', y Ca 2 ' pertenecen a una familia 
de proteinas relacionadas, El canal de K + 
esta form a do por la asociación de cuatro 
subunidades identicas, una de las cuales 
se muestra en la figura. El canal de Na h 
esta constftuido por una unica cadena po- 
lipeptfdica que contiene cuatro dominios 
repetidos, cada uno de los cuales es simi- 
lar a una subunidad del canal de K El ca- 
nal de Ca 2+ es similar al canal de Na\ 
Cada subunidad o dominio contiene seis 
3-helices que atraviesan la membrana. 
La ?-helice designada como 4 contiene 
varios aminoacidos cargados positiva- 
mente y actua como el sensor de voltaje 
que interviene en la apertura del canal en 
respuesta a las variaciones en el poten¬ 
cjał de membrana. 


del poro. Sin embargo, un Na* deshidratado es demasiado pegueńo para inte- 
raccionar eon estos oxigenos carbomiieos en el frltro selectivo, el cual se man- 
tiene abierto. Como consecuencia, el Na ł permanece unido a las moteculas de 
agua en un complejo hidratado que es demasiado grandę para pasar a traves 
del canal. 

Los canaies de Na\ K\ y Ca ?H regulados por voltaje pertenecen todos a una 
gran familia de proteinas relacionadas (Fig. 12.26). Por ejemplo, la secuencia 
genómica de C . efegans ha revelado cerca de 200 genes que codifican canaies 
iónicos, que presumiblementedesempeńandiverso$ papełes en la senalización 
celular Los canaies de K + estan constituidos por cuatro subunidades identicas, 
y cada una de ellas contiene o dos o seis 2 -helices transmembrana. Los canaies 
de Na H y Ca 24 estan constituidos por una unica cadena potipeptfdica. pero cada 
polipeptido contiene cuatro dominios repetidos que corresponden a las subuni¬ 
dades del canal de K - . La regulación de la apertura por voltaje se debe a una de 
las oc-helices transmembrana, que contiene multiples aminoacidos cargados po- 
silivamente. La despoiarización de la membrana induce el movimiento de estas 
cargas positivas hacia el exterior celular, fo que altera la posición de este seg- 
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mento transmembrana y se abre el canal. La rapida inactivación de los canales 
de Na + y K l durante la propagación de los potenciafes de acción es debida a ias 
pordones citoplasmaticas de !a cadena polipeptfdica, que se unen a la boca 
citoplasmatica del poro del canal e imptden el flujo iónico (Fig. 12.27). 

Una ampHa variedad de canales iónicos (incluyendo los canales de Ca 2+ y 
Cl - ) responden a diferentes neurotransmisores, o se abren y cierran eon una 
cinetica diferente tras la despolarización de la membrana. Las acciones concer- 
tadas de todos estos canales son las responsables de la complejidad de la se- 
nalización en el sistema nervioso. Mas aun, tal y como se describe en el próxi- 
mo capitulo, el papę! de los canales iónicos no se limita a las celulas 
electricamente excitables del nervio y del musculo; tambien desempeńan un 
papel entico en la seńalización en otros tipos de celulas. Por lo tanto, !a apertura 
y el cierre regulados de los canales iónicos proporciona a las celulas un meca- 
nismo sensible y versafil para responder a diversos estimuios ambientales. 


Figura 12,27 

tnactivación de los canales de IC y de 
Na + . Tras la apertura regulada por volta¬ 
je, los canales de K + y de Na" se inactivan 
rapidamente por la unión a! poro de las 
fracciones citopiasmaticas de las cadenas 
polipeptidicas. En el caso del canal de K' „ 
la inactivación se realiza medianie un me- 
canismo de bola-y-cadena en el que la 
bola corresponde al extremo amino termi¬ 
nal de la cadena polipeptidica. En el caso 
del canal de Na 1 , la inactivación viene me- 
diada por el bucie intracelular que conecla 
los dominios Ul y IV. 


Transporte activo dirigido por la hidrólisis de ATP 

El flujo neto de las moleculas por difusión facilitada, tanto a traves de proteinas 
transportadoras como de proteinas de canal r siempre es energeticamente fayo- 
rabie en la dirección que determine el gradiente eleetroquimico a traves de la 
membrana. Sin embargo, en muchos casos, ia celula debe transportar moleculas 
en contra de su gradiente de concentración. En el transporte activo, se utiiiza la 
energia proporcionada por otrą reacción acoplada (como la hidrólisis de ATP) 
para dirigir el transporte de las moleculas en la dirección energeticamente desfa- 
vorable. 

Las bombas iónicas que son las responsables de mantener ei gradiente 
iónico a traves de la membrana plasmatica, son un buen ejemplo de transporte 
activo dirigido directamente por la hidrólisis de ATP. Como ya se mencionó an- 
terioimente (vease Tabla 12.1) Ja concentración de Na k es aproximadamente 
diez veces superior fuera que dentro de las celulas, mientras que la concentra¬ 
ción de K es mayor dentro que fuera. Estos gradientes iónicos se mantienen 
por la bomba de Na + - (tambien llamada la ATPasa Na 4 - K*)., que utiiiza la 
energia derivada de la hidrólisis de ATP para transportar Na 4 y K' contra sus 
gradientes eiectroquimicos. Este proceso es el resultado de una serie de carn- 
biosconformacionalesde la bomba, dirigidos porel ATP (Fig. 12.29), En primer 
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Figura 12.28 

Estructura de la bomba Ma + -K + . La bom¬ 
ba de Na ‘ -K' es un heterodimero eon ima 
subunidad i eon 10 dominios transmem- 
brana y una subunidad // eon un solo do¬ 
minie transmembrana. La subunidad ji es- 
ta altamente glicosilada. 



Exterior 


Interior 


- Subunidad [i 


"" 'Subunidad a 


lugar, los iones Na' se unen a sitios de alta afinidad dentro de la celula, Esta 
unión estimula la hidrólisis de ATP y la fosforilación de la bomba, lo que induce 
un cambio conformacional que expone los sitios de unión de Na' al exterior de 
la celula y reduce su afinidad por el NaT Como consecuencia, el Na ł fijado se 
libera en losfluidos extracelulares. Al mismotiempo, los sitios de unión de K' de 
alta afinidad se exponen sobre la superficie ceiular. La unión de K + extracelular 
a estos sitios estimula entonces la hidrótisis del grupo fosfafo unido a la bomba, 
lo que induce un segundo cambio conformacional, exponiendo los sitios de 
unión de K 1 al citosol y disminuyendo su afinidad, por lo que el K" es liberado al 
interior de la celula. La bomba tiene tres sitios de unión para el Na + y dos para el 
K ł , por lo que en cada ciclo se tansportan tres Na" y dos K 4 a traves de la 
membrana plasmatica a costa de una molecula de ATP. 

La importancia de la bomba de Na + -K 4 queda reflejada en el hecho de que 
se estima que consume casi el 25% del ATP utilizado por muchas celulas ani- 
males. Un papel critico de los gradsentes de Na" y K + establecidos por la bomba 
es la propagación de las senales electricas en e! nervio y en el imusculo. Como 
se describe a continuación, el gradiente de Na + establecido por la bomba tam- 
bien se emplea para dirigir el transporte activo de otras moleculas. Otro papel 
importante de la bomba Na + - K + en la mayoria de las celulas animales es man- 
tener el equilibrio osmótico y el volumen ceiular. El citoplasma confiene una alta 
concentración de moleculas organicas, incluyendo macromolecuias, aminoacL 
dos, azucares, y nucleótidos. En ausencia de algo que lo compense, esto pro- 
vocana un flujo de agua hacia el interior por ósmosis, que si no fuera controlado 
provocana que la celula se hinchara y, en ultima instaneia, explotara. La corm 
pensación requerida la proporciona el gradiente iónico establecido por la bomba 
de Na + - K l (Fig. 12.30), Concretamente, la bomba establece una mayor con¬ 
centración de Na" en el exterior que en el interior de la celula. Ademas, como ya 
se ha descrito, el flujo de K + a traves de los canales abiertos genera un potencial 
electrico a traves de la membrana plasmatica. Este potencial de membrana, a 
su vez, dirige al Cl fuera de la celula, por lo que la concentración de Cl (como 
la de! Na ) es casi diez veces mayor en el fluido extracelular que en el citopias- 
ma. Estas diferencias en la concentración iónica equifibran la elevada concen¬ 
tración de las moleculas organicas dentro de las celulas, igualando la presión 
osmótica y previniendo el flujo neto de agua hacia el interior. 
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Exterior 



3 Na 4 se unen a sitios expuestos 
dentro de la cślula. 


La unión del Na 4 estimula la 
fosforilación AT P-de pen dian te 
de la bomba. 



Tras la fosforilación, los sitios de 
unión del Na* ąuedan expuestos 
a la superficie celular y disminuye 
su afinidad, por lo que el Na + se 
libera al exterior de la celula. 


o o 2K - 



Al mismo tiempo, 2 K* se unen a 
sitios de alta afinidad expuestos 
a la superficie celular. 



La bomba entonces recupera su 
conformación original liberando 
K 4 al interior de la eólula. 



El transporte activo de Ca 2+ a traves de la membrana plasmatica es dirigido 
por una bomba de Ca 2h que esta relacionada estructuralmente eon la bomba de 
Na* - K t , y que tambien es impulsada por la hidrólisis de ATP. La bomba de 
Ca 2 * transporta Ca ?+ fuera de la celula, por lo que las concentraciones intracelu- 
lares de Ca 2 ' son extremadamente bajas: aproximadamente 0,1 j.tM respecto a 
la concentradón extracelular de casi 1 mM Esta concentración intracelular de 
Ca 24 tan baja hece que la celula soa sensible a pequenos inerementos en el 
nivel de Ca 2+ intracelular. Este ineremento transitom del Ca 24 intracelular de- 
sempeńa un papel importante en la seńafización celular, como ya se mencionó 
al hablar de la contracción muscular (vease Fig. 11.25) y como se tratara eon 
mas detalle en el slguiente capftulo. 


Figura 12.30 

Gradientes iónicos a lraves de la membrana plasmatica de una celula tipica de ma¬ 
mił ero. Las concentraciones de Na 4 y CL son mayores fuera que dentro de la cślula, 
mientras que la concentración de es mayor deniro que fuera. Las bajas concentracio¬ 
nes de Na' y Cl equi!ibran la alta concentración intracelular de los componentes organi- 
cos, igualando la presión osmótica y previniendo el flujo neto de agua hacia el interior. 


Figura 12.29 

Modelo de funcionamiento de fa bom¬ 
ba Na 4 - KL 



Na + “ 145 m M 


K + =5m M 
CL = 110 mM 
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Figura 12.31 


Exterior 


i,.. 


Estructura de un transportador ABC. La 

unidad basica estructura! de un transporta- 
dor ABC esta constiłuida por seis dominios 
transmembrana seguidos de una caja de 
uniórt de AIR, En los transportadores de la 
membrana plasmatica (como el transporta¬ 
dor MDR que aqui se muestra), dos de es- 
tas unidades se fusionan, por lo que el 
transportador esta constituido por 12 do¬ 
minios transmembrana y dos sitios de 
unión a AIR. 





En las membranas plasmaticas de bacterias, leyaduras, y celulas vegetales. 
las responsables del transporte activo de H + fuera de la celula son unas bombas 
iónicas similares. Ademśs, el H + es bombeado de forma activa hacia fuera en 
las celulas que recubren el estómago, produciendo la acidez de los fluidos gas- 
fricos. Las responsables del transporte activo de H* al interior de los lisosomasy 
de los endosomas son bombas estructuralmente distintas (vease Fig. 9.35). 
Todavia un tercer t i po de bomba de H + es la ATR sintetasa de mitocondrias y 
cloroplastos. En este caso se puede considerar que la bomba opera en el senti- 
do contrario t utilizando el movimiento de los iones en contra del gradiente elec- 
troquimico para dirigir la smtesis de ATR, 

La mayor familia de transportadores de membrana esta constituida por los 
transportadores ABC, llamados ast porque se caracterizan por unos dominios 
de unión a ATP altamente eonservados, o cajas de unión a ATR (ATP-binding 
cassettes) (Fig, 12,30). Se han identiflcado mas de cień miembros de esta fami¬ 
lia en celulas tanto procariotas como eucariotas. En bacterias, los transportado¬ 
res ABC utilizan la energia derivada de la hidralisis de ATP para transportar una 
gran variedad de moleculas, incfuyendo iones, azucares, y aminoacidos, En 
celulas eucariotas, el primer transportador ABC se descubrió como el producto 
de un gen (llamado gen de resistencia a multiples drogas, o mdr) que hace 
resistentes a las celulas cancerosas a varios farmacos empleados en quimiote- 
rapia, Se han identificado dos transportadores MDR. Se expresan normalmente 
en varios tipos de celulas, donde intervienen eliminando compuestos extrahos 
potencialmente tóxicos. Por ejemplo, la expresión de un transportador MDR en 
las celulas endoteliales de los capilares cerebrales parece que desempeha un 
papel importante en la protección del cerebro frente a sustancias guimicas tóxi- 
cas. Desafortunadamente, se suele alcanzar eon frecuencia un alto nivel de 
expresión de los transportadores MDR en las celulas cancerosas. donde reco- 
nocen a diversos farmacos y los bombean hacia el exterior de las celulas. Esto 
hace a las celulas cancerosas resistentes a un amplio espectro de agentes qui- 
mioterapeuticos y supone un obsiaculo importante para un tratamiento eficaz 
del cancer. 

Otro miembro importante, clmicamente hablando, de la familia de transpor¬ 
tadores ABC es el gen responsable de la fibrosis quistica. El producto de este 
gen (flamado regulador transmembrana de la conductancia de la fibrosis qmsti- 
ca, o CFTR, —del ingies cystic fibrosis transmembrana conductance regulator 
aunque es un miembro de la familia ABC, actua como un canal de Cl en las 
celulas epiteliales, y la caractenstfca de esta enfermedad es un transporte de- 
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fectuoso de! C!". El canaJ de C!“ CFTR tambien es peculiar puesto que parece 
reąuenr tanto la hidrólisis de ATP como una fosforilación dependiente de AMPc 
para poder abrtrse. La base estructural del funcionamiento del CFTR como un 
eanal iónico regulado debera ser elucidada en investigaciones futuras, 

Transporte activo dirigido por gradientes iónicos 

Las bombas iónicas y los transportadores ABC descritos en la sección anterior 
utilizan la energia derivada directamente de la hidrólisis de ATP para transpor¬ 
ter moleculas contra sus gradientes e!ectroquimicos. Otras moleculas se trans- 
portan en contra de su gradiente de concentración empleando energia derivada 
no de la hidrólisis de ATP sino de acoplar el transporte de una segunda molecu- 
la en la dirección favorable energeticamente, El gradiente de Na H que establece 
la bomba de Na + - K + proporciona una fuente de energia que se emplea eon 
frecuencia para alimentar el transporte activo de azucares, aminoaeidos T e 
iones en las celulas de mamiferos. Los gradientes de H + establecidos por las 
bombas de PF de bacterias, levaduras, y celulas vegetales desempeńan un pa- 
pel similar. 

Las celulas epiteliales que revisten el intestino proporcionan un buen ejem- 
plo de transporte activo dirigido por el gradiente de Na + , Estas celulas emplean 
sistemas de transporte activo en los dominios apicales de sus membranas plas- 
maticas para tomar los azucares y aminoacidos de la dieta desde la luz del 
intestino. La toma de giucosa, por ejemplo, se lleva a cabo por un transportador 
quetransportacoordinadamentedos iones Na* y una giucosa hacia dentro de la 
celula (Fig, 12.32). El flujo de Na* a favor de su gradiente electroquimico propor¬ 
ciona la energia requerida para tomar la giucosa de la dieta y acumular altas 
concentraciones intracelulares de giucosa, Entonces la giucosa se libera en ei 
tejidoconectivo subyacenfe (que contiene capilares sangumeos) por la superfi- 
cie basolateraJ del epitelio intestinal, a favor de su gradiente de concentración, 
mediante transporte por difusión facilitada (Fig, 12.33). De esta forma, la toma 
de giucosa desde la luz intestinal y su liberación a la circulación proporciona un 
buen ejemplo de la función polarizada de las celulas epiteliales, que se debe a 
la localización especifica de los transportadores de transporte activo y de difu¬ 
sión facilitada en los dominios apical y basolateral de la membrana plasmatica, 
respectivamente. 
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Figura 12.32 

Transporte activo de la giucosa. El 

transporte activo dirigido por el gradiente 
de Na' es el responsable de la entrada de 
giucosa desde la luz intestinal. El trans¬ 
portador, de forma coordinada, une y 
transporta una giucosa y dos Na' al inte¬ 
rior de la celula. El transporte de Na' en la 
dirección energeticamente favorable es el 
que dirige la entrada de la giucosa contra 
su gradiente de concentración. 
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Figura 12.33 

Transporte de glucosa por las celulas 
epiteliales intestinales. Un transporta- 
dor en el dominio apieal de la membrana 
plasmatica es el responsable de la entra- 
da activa de glucosa (por cotransporte 
eon Na ) desde la luz intestinal. Como re- 
sultado, la glucosa de la dieta es absorbi- 
da y coneentrada dentro de las celulas 
epiteliales intestinales. La glucosa enton- 
ces se transfiere desde estas celulas al te- 
jido conectlvo circundante y a la corriente 
sanguinea a traues de difusión facilitada, 
mediada por un transportador en el domi¬ 
nie basolateral de la membrana plasmati¬ 
ca. El sistema es dirigido por la bomba de 
Na + - K + , que tambien se eneuentra en el 
dominio basolateral- Reseńar que la entra¬ 
da de glucosa desde ei tracto digestivo y 
su transferenera a la circulacibn depende 
de que los transportadores de glucosa de 
transporte activo y de difusión facilitada se 
localicen de manera restringida en los do¬ 
min los apieal y basolateral de la membra¬ 
na plasmatica, respectiyamente. 
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O O © o 

Na 4 Ca 2+ Na 4 H 4 


La entrada coordinada de glucosa y Na 4 es un ejemplo de simporte, el 
transporte de dos moleculas en la misma dirección. Por el contrario, la difusión 
facilitada de glucosa es un ejemplo de u ni porte, el transporte de una unica 
molecula. El transporte activo tambien puede tener lugar por antiporte, en el 
que dos moleculas se transportan en direcciones opuestas (Fig. 12.33). Por 
ejemplo, el Ca 2 ' se exporta desde las celulas no solo por la bomba de Ca 24 sino 
tambien por un antiporte de Na + - Ca 2 " que transporta Na + hacia dentro de la 
celula y Ca 24 hacia fuera, Otro ejemplo viene dado por la proteina de intercam- 
bio de Na + - H\ que actua en la regulactón del pH intracelular. El antiportador 
de Na 4 - H 4 acopla el transporte de Na + hacia dentro de la celula eon la exporta- 
ción de H + , y de esta forma elimina el exceso de PT producido por las reacciones 
metabólicas y previene la acidificadón del citoplasma. 


Endocitosis 

Las protemas transportadoras y de canal descritas en la sección anterior trans¬ 
portan moleculas pequenas a traves de la bicapa fosfolipidica. Las celulas 
eucariotas tambien son capaces de capfar macromoleculas y partfculas del me- 


© 


o 


o 

Interior 


Figura 12.34 

Ejemplos de antiporte. El Ca 2 ' y fos H se exportan de las celulas por antiportadores, 
que acoplan su exportación a un importe energeticamente favorable de NaL 
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Medicina molecu 


La enfermedad 

La fibrosis qutstica es una 
enfermedad genetica reeesiva que 
afecta a ni nos y a adultos jóvenes. 
Es la enfermedad hereditaria letal 
mas comun de los Caucasicos, 
resultando afectados 
aproKimadamente uno de cada 
2.500 nacidos vivos, aunque es 
poco frecuente en otras razas, La 
disfuncion caractenstica en la 
fibrosis gufstica es la producdón de 
un mucus anormalmente espeso y 
pegajoso por parte de varios tipos 
de celulas epiteliales, incluyendo las 
celu las que revisten los tracfos 
r e sp i rat o ri o y g astro i n testi n a l. La 
manifestación clinica principal es 
una enfermedad respirator!a debsda 
a que las vias aereas pulmonares se 
obstruyen eon espesos tapones de 
moco, seguida del desarrolfo de 
tnfecciones bacterianas recurrentes. 
En la mayorfa de los pacientes, 
tambien afecta al panereas debido a 
que los conductos panereatieos 
estan obstruidos por el mucus . Las 
glandulas sudoriparas tambien 
funeionan anormalmente, y la 
presencia de un exceso de sal en el 
sudor es un caracter diagnóstico de 
la fibrosis qm'stica. 

El tratamiento actual de la 
enfermedad incluye la terapia fisica 
para promover el drenaje bronquial T 
la administración de antibióticos, y la 
reposidón de las enzimas 
pancreaticas. Aunque este 
tratamiento ha prolongado la 
supervivencia de los individuos 
afectados hasta cerca de los 30 
ańos de edad, la fibrosis quistica es 
finalmente mortal, siendo la 
enfermedad pulmonar la 
responsable del 95 % de la 
mortalidad. 

Bases moleculares 
y celuiares 

La caractenstica particular de la 
fibrosis qufstlca es un transporte 
defectuoso de Cl en el epitelio 
afectado. incluyendo los conductos 
sudoriparos y las celulas que 
revisten el tracto respiratorio. En 
1984 se demostró que los canales 
de CL no funcionaban normalmente 


Fibrosis quistica 

en las celulas epiteliales de los 
pacientes de fibrosis quistica. La 
base molecular de la enfermedad se 
aclaró en 1989 al aislarse el gen de 
la fibrosis quistica como un don 
molecular, La secuencia del gen 
reveló que codificaba una proteina 
(denominada CFTR de c ystic 
fibrosis t ransmembrane 
conductance regulator, regulador 
transmembrana de la conductancia 
de la fibrosis qufstica) que 
perteneefa a la familia de los 
transportadores ABC. Varios 
estudios posteriores demostraron 
que el CFTR actua como un canal 
de CL y que las mutaciones 
hereditarias responsables de la 
fibrosis quistica provocan un 
transporte defectuoso de CL. 

Prevención y tratamiento 

Como ocurre eon otras 
enfermedades hereditarias, el 
aislamiento del gen de la fibrosis 
gufstica abre la posibilidad del 
estudio genetico para idenfificar a 
los individuos portadores de alelos 
mutantes. En algunas poblaciones 
la frecuencla de portadores 
heterocigotos de genes mutantes es 
tan alta como de uno de cada 25 
indmduos, por lo que serfa 
recomendable realizar un mapeo de 
la población total para identificar las 
parejas de riesgo y proporcionar un 
consejo genetico. Ademas, el 
deseubrimiento de que el CFTR 
actua como un canal de Cl ha 
llevado a nuevas aproximaciones a! 
tratamiento. Una posibilidad es 
utillzar farmacos que estimulen la 
apertura de otros canales de CL en 
el epitelio afectado. 
Alternativamente, la terapia genica 
permite reemplazar los genes CFTR 
normales en el epitelio respiratorio 
de los pacientes eon fibrosis 
guistica. 

El potencial de la terapia genica 
se apoya en experimentos que 
demuestran que la introducción de 
un gen CFTR normal en celulas 
cultivadas de pacientes de fibrosis 
guistica es suficiente para restaurar 
la función del canal de CL. La 
posible aplicación de la terapia 
genica para la fibrosis guistica se 
faciitta por el hecho de que las 


lar 


celulas epiteliales que revisten las 
vias respiratorias resultan accesi- 
bies a los aerosoles. Estudios eon 
ani mai es experimentales han demos- 
trado que los vectores v i rai es pueden 
transmitir ADNc de CFTR al epitelio 
respiratorio, y el primerensayo huma- 
no de terapia genica para Sa fibrosis 
qufstica se inśció en 1993. Los ensa- 
yos hasta la fecha han demostrado 
que el CFTR puede transportarse y 
expresarse de forma segura en las 
celulas epiteliales bronqulales de los 
pacientes eon fibrosis quistica. Hasta 
ahora, sin embargo, la eficiencia de la 
transferencia genica ha sido baja y la 
expresión del ADNc de CFTR trans- 
ferido ha durado menos de un mes. 
De esta forma se han estabiecido 
las bases de una transferencia geni¬ 
ca eficaz, pero todavia deben supe- 
rarse obstaculos slgnificativos para 
que se desarrolle un protocolo efL 
caz de terapia genica, 

Referencias 

Collins, F.5,1992, CyStic fibrosis; Molecular 
biology and therapeutic impHcatians. Scien- 
ca 256; 774-779. 

DriakeH, R. R. and J. F Engolhardt 2003. 
Current status of gene therapy for inherited 
lung disease. Am. Rev. Physiol 65; 585-612. 



Model o para el regulador de la conductancia 
transmembrana de la fibrosis guistica (CFTR), 
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Figura 12.35 

Fagocitosis. La unión de una bacteria a 
la superficie celular estimula la extensión 
de un seudópodo, que termina por enguilir 
a la bacteria. La fusión de las membranas 
del seudópodo da como resuttado la for- 
mación de una gran vesfcula intracelular 
(un fagosoma). El fagosoma se fusiona 
eon los lisosomas para formar un fagoliso- 
soma, dentro del cual se digiere la bacte¬ 
ria ingerida. 


dio circundante por un proceso distinto llamado endoertosis. En la endocitosis, 
el materiał que se va a introducir es rodeado por una porción de la membrana 
plasmatica que luego se invagina para formar una vesicula que contiene el ma¬ 
teriał ingerido. El termino «endocitosis» fue acuńado por Christian deDuve en 
1963 e incluia tanio la ingestión de partieulas grandes (como bacterias) como la 
entrada de fluidos o macromoleculas en pequeńas vesiculas. La primera de 
estas actividades se conoce como fagocitosis (acción ceJuiar de comer) y fa 
otrą como pinocitosis (acción celular de beber). 

Fagocitosis 

Durante !a fagocitosis las celulas engullen partieulas grandes como bacte¬ 
rias, desechos celulares, o incluso celulas intactas (Fig. 12.35). La unión de fa 
particula a unos receptores sobre la superficie de la celula fagocitica dispara Ja 
extensión de seudópodos — un movimiento de la superficie celular basado en la 
actina, que se trato en el Capitulo 11—. Los seudópodos acaban rodeando a la 
particula y sus membranas se funden para formar una gran vesicula intracelu¬ 
lar (>0,25 de diametro) llamada fagosoma. Los fagosomas entonces se 
fusionan eon fos lisosomas, dando lugar a los fagoltsosomas en los que el 
materiał ingerido se digiere por la acción de las bidrolasas acidas lisosoma- 
les (vease Cap, 9). Durante la maduración de! fagolisosoma ; aiguna de las pro- 
teinas de membrana internalizadas se reciclan a la membrana plasmatica, 
como se describe en la siguiente sección para la endoertosis mediada por re¬ 
ceptor. 

La Ingestión por fagocitosis de partieulas grandes desempeńa papeles dis- 
tintos en los diferentes tipos de celulas (Fig. 12,36). Muchasamebas empiean la 
fagocitosis para capturar partieulas afimenticias, como bacterias u otros proto- 
zoos. En fos animales pluricelulares los papetes principales de la fagocitosis 
son proporcionar una defensa contra microorganismos invasores y eliminar ce¬ 
lulas viejas o dahadas del cuerpo. En los mamiferos la fagocitosis es la función 
Principal de dos tipos de globu los blancos sanguineos, macrófagos y neutrofi- 
los, a los que se denominafreeuentemente “fagocitos profesionales>>. Tanto los 
macrófagos como los neutrófilos desempenan un papel entieo en los sistemas 
de defensa del organismo, eliminando los microorganismos de los tejidos infec- 
tados. Un notorio ejempfo del alcance de esta actividad viene dado por los ma- 


Figura 12.36 

Ejemplos de cefulas fagoeiticas. (A) 

Ameba engullendo otro protista, (B) Ma¬ 
crófagos ingirlendo gfóbulos rojos. Se ha 
ańadido color a la micrograha (A, R. N 
Band y H. S. Pankratz/ Biologfcal Photo 
Service; B. cortesra de Joef Swanson.) 
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crofagos del bazo e higado humanos, los cuales son responsables de la des- 
trucción diaria de mas de 10 11 celulas sanguineas avejentadas. 

Endocitosis mediada por receptor 

A diferencia de la fagocitosis, que desempeńa solamenle papeles especializa- 
dos T la pinocitosls es un proceso comun entre las celulas eucariotas, La forma 
mejor caracterizada de este proceso es la endocitosis mediada por receptor, 
que proporciona un mecanismo para la entrada selectiva de macromoleeulas 
especificas (Fig. 12.37). En primer lugar, las macromoleculas que se van a lr> 
troducirse unen a receptores especificosde la superficie celular. Estos recepto- 
res se acumulan en regiones especializadas de la membrana plasmafica deno- 
minadas depresiones revesfidas eon clatrina. Estas depresiones se invaginan 
a partir de la membrana para formar pequenas vesfculas revestidas eon cia- 
trina que contienen los receptores y sus macromoleculas unidas (Ngandos). A 
continuación, las vesiculas revestidas eon clatrina se fusionan eon endosomas 
tempranos, y su contenido se distribuye bien para transportarse a los lisosomas 
o bien para reciclarse a la membrana plasmatica. 

La captura de colesterol por las celulas de mamiferos ha proporcionado un 
modelo c!ave para comprender la endocitosis mediada por receptor a nivel mo- 
lecular. El colesterol se transporta a traves del torrente sanguineo en forma de 
particulas lipoprotemicas, ia mas comun de las cuales se denomina lipoprotef- 
na de baja densidad, o LDL, (del ingles fow-density lipoprotein) (Fig. 12.38). 
Los estudios en los laboratorios de Michael Brown y Joseph Goldstein demos- 
traron que la entrada de LDL en las celulas de mamiferos requiere la unión de 
las LDL a un receptor especifico de la superficie celular que se acumula en 


Figura 12.38 

Estructura de una LDL, Gada particula de LDLcontiene aproximadamente 1.500 mole- 
culas de esteres de colesterol en un nucleo de natoraleza lipidtca. El nucleo esta rodeado 
por una cubierta que contiene 500 molśculas de colesterol, 800 molśculas de fosfolipido, 
y una mol ecu la de apoproteina BI 00. 


Fasę 2 



Figura 12.37 

Formación de una vesicula revestida 
eon cfatrina. (A) Las macromoleculas 
extracelulares (ligandos) se unen a recep¬ 
tores de la superficie celular qua se acu¬ 
mulan en depresiones revestidas eon cla¬ 
trina, Estas depresiones se invaginan 
desde la membrana plasmalica para for¬ 
mar vesicuias intracelulares revestidas 
eon clatrina. (B) Micrografias electrónicas 
mostrando cuatro fases en la formación 
de una vestcula revestida eon clatrina a 
partir de una depresión revestida eon cla¬ 
trina, (B, M. M. Perry, 1979. J, Celi Scien¬ 
ce 34; 266.) 
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Receptor de las LDL 


Hipercolesterolemia familiar: unión defectuosa de lipoproteinas a 
fibroblastos en Qultivo asoeiada a la regulación aJterada de la actividad 
de la 3-hidroxi-3-metilglutari1 coenzima A reductasa 

Michael S, Brown y Joseph L Goldstein 

University of Texas Southwestern Medical School. Dallas 

Proceedings ofthe National Academy of Science USA. 1974,. Voiume 71. pśgs. 788-792 


Contexto 

La hipercolesterolemia familiar 
(HF) es una enfermedad genetica 
en la que los pacientes tienen 
niveles muy elevados de colesteroi 
serico y sufren ataques de corazón 
prematuros. Michael Brown y 
Joseph Goldstein comenzaron a 
estudiar esta enfermedad en 1972 
eon la idea de que la 
sLiperproduccidn de colesteroi se 
debia a un defecto en los 
mecanismos de contro! que 
normafmente regulan fa biosintesis 
dcl colesteroi. De forma 
consecuente eon esta hipótesis, 
encontraron que al ahadir LDL al 
medio de cultivo de fibroblastos 
normales humanos se inhibia la 
actividad de la 

3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A 
reductasa (HMG-CoA reductasa), 
la enzima limitante en la ruta 
biosintetica del colesteroi. Por el 
contrario, la adición de LDL a las 
eelulas de los pacientes eon HF no 
afecta a la actMdad de la 
HMG-CoA reductasa, lo que da 
como resultado la superproducción 
de colesteroi por las eelulas HF. 

De manera quizas 
sorprendente, experimentos 
posteriores indicaron que esta 
anormalldad en la regulación de la 
HMG-CoA reductasa no se debia 
a una mutación en el gen de la 
HMG-CoA reductasa. En cambio, 
la regulación anormal de 
HMG-CoA reductasa parecia que 
era debida a la incapacidad de las 
eelulas HF de obtener el 
colesteroi a parlir de las LDL, En 
1974, Brown y Goldstein 
demostraron que la lesión de las 
eelulas HF es un defecto en la 
unión de las LDL a un receptor de 
superficie celular. La identificación 


del receptor de LDL llevó a una 
serie de expenmentos 
revolucionarios en los que Brown, 
Goldstein y sus colaboradores 
describieron la ruta de la 
endocitosis mediada por receptor, 

Experimentos 

En su artfculo de 1974, Brown y 
Goldstein publicaron los resultados 
de experimentos en los que 
investigaron la unión de LDL, 
marcado radiactivamente r a 
fibroblastos tanto de individuos 
normales como de pacientes eon 
HF. Se afiadió una pequeha 
cantidad de LDL radiactiva al 
medio de cultivo, y se determinaba 
la cantidad de radiactividad unida a 
las eelulas despues de tiempos 
variables de incubación (vease 
figura). Cantidades crecientes de 
LDL radiactiva se unian a las 
eelulas normales en función del 

Celulas normales 



tiempo de incubación. Resultaba 
importante el hecho de que al ahadir 
LDL no marcado en exceso disminuia 
la unión de LDL radiactiva, lo que 
indicaba que la unión se debia a una 
interaedón especffica de las LDL eon 
un nutrie ro limitado de sitios sobre fa 
superficie celular. La especificidad de la 
interaedón se corroboró al observarse 
que cantidades en exceso de otras 
lipoprotemas no interferian eon la unión 
de las LDL. 

En contraste eon estos resultados en 
los fibroblastos normales, las eelulas de 
pacientes HF no unian LDL radiactiva 
de manera especifica. Por fo tanto, 
parecia ser que los fibroblastos 
normales posetan un receptor 
especifico de LDL que estaba ausente 
o defectuoso en las eelulas HF. Brown 
y Goldstein concluyeron que el defecto 
observado en la unión las LDL a las 
eelulas HF «puede representar la 
alteración genetica fundamental de esta 
enfermedad», justlficando la incapacidad 
de la LDL de inhibir la HMG-CoA 
reductasa, y la superproducción 
resultante de colesteroi. Experimentos 
adfcionales mostraron que las LDL 
unldas a los fibroblastos normales estan 
asociadas eon la fracción de membrana 
de la celula, sugiriendo que el receptor 
de LDL es una proteina de superficie 
celular. 

Celulas eon HF 



Ho ras 

Transcurso de la unión de LDL radiactiva a eelulas normales y eon HF, Las eelulas se ineubaron 
eon [ 135 l] LDL radiactiva en presenda (circulos blancos) o ausenda (efreulos negros) de un exceso 
de LDL no marcado. Despues se recogieron las cćlulas y se determrnó la cantidad de LDL 
radiactiva fijada. Los dałoś se presentan como nanogramos de LDL unido por miligramo de 
proteina celular. 
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Receptor de fas LDL (continuación) 


Impacto 

Tras identificar a! receptor de LDL, 
Brown y Goldstein demostraron 
que las LDL unidas a la superficie 
celular rapidamente se introducen y 
se degradan a colesterol librę en 
los lisosomas. En colaboración eon 
Richard Anderson establecieron 
que el receptor de LDL se introduce 
medianie endodtosis desde 
depresiones revestidas. Ademas, 
sus estudios demostraron que el 
receptor de LDL se recicla a la 
membrana plasmatica despues de 
disociarse de su ligando dentro de 
la celula. 


Unos expenmentos que se 
i niciaron eon el objęto de entender 
la regulación de ia 


biosjntesis del colesterol 
llevaron a deseubrir la 
ruta principal por la cual 
las celulas eucariotas 
introducen 
macromoleculas 
especiflcas —un 
ejemplo notorio de la 
forma en la que la 
ciencia y los cientffieos 
pueden avanzar en 
nuevas direcciones no 
previstas—, 



Joseph Goldstein 


depresiones revestidas de clatrina y que se introduce por endodtosis. Como se 
describe en la sección siguiente, el receptor posteriormente se recicla a la mem¬ 
brana plasmatica mientras que la LDL se transporta a los lisosomas, donde se 
libera el colesterol para ser utilizado por la celula. 

Los datos reveladores acerca de este proceso surgieron a partir de estudios 
de pacientes eon una enfermedad hereditaria conocida como hipercolesterole- 
mia familiar. Los pacientes eon esta enfermedad presentan niveles muy altos de 
colesterol serico y sufren ataques cardiacos prematuros. Brown y Goldstein ha- 
llaron que las celulas de estos pacientes eran incapaces de introdudr LDL des¬ 
de los fluidos extrace!u!ares, lo que causaba que se acumuiara un elevado nivel 
de colesterol en la circulación. Experimentos posteriores demostraron que las 
celulas de los individuos normales poseen un receptor para las LDL que se 
acumula en las depresiones revestidas, y que la hipercolesterolemia familiar se 
debe a mutaciones congenitas del receptor de LDL. Estas mutaciones son de 
dos tipos. Las celulas de la mayoria de los pacientes eon hipercolesterolemia 
familiar sencillamente son incapaces de unir LDL, to que demuestra que se ne- 
cesita un receptor especifico de la superficie celular para la entrada de LDL. 
Ademas, se identificaron algunos pacientes en cuyas celulas se habia unido 
LDL pero eran incapaces de internalizarla, Los receptor es de LDL de estos pa¬ 
cientes no se acumulaban en las depresiones revestidas, lo que proporcionaba 
una evidencia directa del papel central de las depresiones revestidas en la en- 
docitosis mediada por receptor. 

Las mutaciones que impiden al receptor de LDL acumularse en las depresro- 
nes revestidas se localizan en la cola citoplasmatica del receptor y pueden ser 
tan sutiles como un cambio de tirosina por cistema (Fig, 12.39). Estudios poste¬ 
riores han definido la sehal de internalización del receptor de LDL como una 
secuencia de seis aminoacidos, incluyendo la tirosina esencial. En las colas 
citoplasmaticas de otros receptores captados a traves de depresiones revesti- 
das de clatrina, se eneuentran seńales de internalización similares, incluyendo 
eon frecuencia restos de tirosina. Estas seńales de internalización se unen a 
protefnas adaptadoras, que a su vez se unen a la clatrina en el lado citosólico de 
la membrana, de manera parecida a como se formaban las vesiculas revestidas 
de clatrina durante el transport© de hidrolasas lisosómicas desde la red trans 
del Golgi (vease Fig. 9.33). La clatrina se ensambla en una estructura a modo 
de cesta que distorsiona la membrana, formando depresiones invaginadas (Fig, 
12.40), Una proteina de unión a GTP, denominada dinamina, se dispone en 



Michasi Brown 
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Figura 12,39 

Receptor de LDL El receptor de LDL in- 

cluye 700 aminoacidos extracelulares, 
una a-helice transmembrana de 22 ami¬ 
no Ac idos y una cola citoplasmica de 50 
aminoacidos, Los 292 aminoacidos doi 
extremo N-terminal constituyen el dominio 
de unión a LDL. Seis aminoacidos dentro de 
la cola citoplasmica definen la seńal de in- 
ternalización, que se reconoció por vez 
primera porque la mutación que determi- 
na el cambio de Tyr por Cys en un caso de 
hipercolesterolemia familiar impide que el 
receptor se acumule en las depresiones 
revestidas. 


anillos alrededor del cueilo de estas depresiones invaginadas, lo que conduce a 
la liberación de las vesiculas revestidas dentro de la eelula. 

La endocitosis mediada por receptor es una actividad caracteristica de la 
membrana citoplasmatica de las celulas eucariotas. Se han encontrado mas de 
20 receptores diferentes que se introducen de forma selectiva por esta ruta. 
Tambien se incorpora fluido extracelular a las vesiculas revesttdas segun se 
invaginan desde la membrana plasmatica, por lo que la endocitosis mediada 


Figura 12.40 

Formación de depresiones revestidas de clatrina, (A) Unas proteinas adaptadoras se 
unen tanto a la clatrina como a las senaies de internaJización presentes en las colas 
citopfasmaticas de los receptores. (B) Micrografia electrónica de una depresión revestida 
de clatrina mostrando la estructura en cesta de la red de clatrina. (B, cortesia de John E. 
Heuser, Washington University School of Modicine.) 
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por receptor provoca la entrada no selectiva del fluido extraeelular y de sus 
contenidos (endocitosis en fasę fluida), ademas de la introducción de macro- 
moleculas especificas. Las depresiones revestidas suelen ocupar del 1 % a! 2 % 
de la superficie de la membrana plasmatica y se estima que tienen una vida 
media de uno a dos minutos. Partiendo de estas cif ras, se cafcula que la endoci¬ 
tosis mediada por receptor produce la internalización de una superficie celular 
equivalente a la totalidad de la membrana plasmatica aproximadamente cada 
dos horas, 

Vartos estudios indican que las celulas tambien poseen vias de endocitosis 
independientes de clatrina. Por ejemplo, los fluidos y aigunas moleculas unidas 
a la membrana eontinuan siendo endocitadas bajo condiciones experimentales 
que inhiben la endocitosis desde las depresiones revestidas por clatrina. Una 
ruta de endocitosis independiente de clatrina impliea la entrada de moleculas en 
pequenas invaginaciones de la membrana plasmatica (de 50 a 80 nm de diame- 
tro) denominadas caveolas (Fig. 12.41). Ademas, unas vesiculas grnndes 
(0,15 a 5,0 de diametro) pueden intervenir en la entrada de fluidos en un 
proceso conocido como macropinocitosis. Por !o tanto, mientras que la endo¬ 
citosis dependiente de clatrina proporcionaclaramente una ruta principal para la 
entrada tanto de fluidos como de macromofeculas especificas, las celulas tam¬ 
bien pueden utilizar varios mecanismos posibles independientes de la clatrina. 


Figura 12.41 

Caveolas. Micrografias electrónicas de 
caveolas. (A, cortesia de R, G. W. Ander¬ 
son/U ni versity of Texas South western 
Medical School-Dallas; B, cortesia de 
John E. Heuser, Washington University 
Schoo! of Medicine.) 


Trafico de protein as en U i endocitosis 

Tras su internalización, las vesicu!as revestidas de clatrina se despojan rapida- 
mente de sus revestimientos y se fusionan eon endosomas tempranos, que 
son vesiculas eon extensiones tubulares que se localizan en la periferia de la 
celufa. La especificidad de la fusión de las vesiculas endociticas eon los endo¬ 
somas viene determinada por protetnas Rab de unión a GTP y por la interacción 
entre pares complementarios de proteinas transmembrana de la vesicula y de 
la membrana diana (v-SNAREs y LSNAREs), como se describió en el Capitu¬ 
lo 9. Los endosomas tempranos son un compartimento de clasificación, desde 
el cual las moleculas absorbidas por endocitosis son o bien recicladas a la 
membrana plasmatica o bien transportadas a los lisosomas para ser degrada- 
das Ademas, los endosomas tempranos de las celulas polarizadas pueden 
transferir las proteinas endocitadas a diferentes dominios de la membrana plas¬ 
matica —por ejemplo, entre los dominios apical y basolateral de las celulas epi- 
teliales—. 

Una caracteristica importante de los endosomas tempranos es que mantie- 
nen un pH interno acido (entre 6,0 y 6,2) como resultado de la acción de una 
bomba de H 4 en la membrana, Este pH acido provoca que muchos ligandos se 
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Figura 12.42 

Clasificación en los endosomas tern- 
pranos. La LDL unida a su receptor se in¬ 
terna liza en vesiculas revestidas de clatrina, 
que se desprenden de sus revestimientos y 
se fusionan eon endosomas tempranos. 
Con el pH acido de los endosomas tem¬ 
pranos, la LDL se disocia de su receptor, y 
los materiales endodtados se clasifican 
para su degradación en los lisosomas o su 
reciclaje a la membrana plasmatica. La 
LDL se transporta desde los endosomas 
tempranos a endosomas tardios en gran- 
des vesiculas transportadoras que migran 
a lo largo de los microtubulos. Las vesicu- 
las transportadoras que portan hidrolasas 
lisosómicas desde el aparato de Golgi se 
fusionan con los endosomas tardios, que 
maduran a lisosomas donde la LDL se de- 
grada y se libera el cotesterol. Por otro 
lado T el receptor de LDL se recicla desde 
los endosomas tempranos a la membrana 
plasmatica. 


Lisosoma 


u be rac 10 n 
cfe colesterol 


disocien de sus receptores en el endosoma 
temprano. Tras este desacoplamiento, los re¬ 
ceptores y sus ligandos pueden transportarse 
a destinos intracelulares diferentes. Un ejem- 
plo clasico lo proporciona la LDL, que se diso¬ 
cia de su receptor en los endosomas tempra¬ 
nos (Fig, 12,42). El receptor entonces retorna 
a la membrana plasmatica medianie vesicu!as 
de transporte que surgen a partir de extensio- 
nes tubulares de los endosomas. Por otro 
lado* la LDL se transporta (junto con otros con- 
tentdos solubles del endosoma) a los lisoso¬ 


mas , donde su degradación libera al colesterol. 

Reciclarse a la membrana plasmatica es el destino principal de las proteinas 
de membrana captadas por endocitosis mediada por receptor, y muchos recep¬ 
tores (como el receptor de LDL) se devuelven a la membrana plasmatica tras 
disociarse de sus ligandos en los endosomas tempranos. El reciclaje de estos 
receptores supone la continua internalización de sus ligandos. Por ejemplo. 
cada receptor de LDL realiza un ciclo de ida y vuelta desde la membrana plas¬ 
matica a los endosomas aproximadamente cada 10 minutos. La importancia de 
la ruta de reciclaje se muestra por la magnitud del trafice de la membrana que 
resulta de la endocitosis. Como ya hemos reseńado, aproximadamente el 50% 
de la membrana plasmatica se internaliza cada hora por endocitosis mediada 
por receptor, por lo que debe ser reemplazada a una velocidad equivalente. 
Este reemplazamiento se debe, en su mayor parte, al reciclaje del receptor; 
cada hora solamente se sintetiza de novo un 5% de la superficie celular 

Los ligandos y las proteinas de membrana destinados a degradarse en los 
lisosomas se transportan desde endosomas tempranos a endosomas tardios, 
que se localizan cerca del nucleo {vease Fig. 12.42), El transporte desde los 
endosomas tempranos a los tardios viene mediado por el movimiernto de gran- 
des vesiculas transportadoras endociticas a lo largo de los microtubulos, Los 
endosomas tardios son mas acidos que los endosomas tempranos (pH entre 
5,5 y 6,0) y, como se describió en el Capitulo 9, son capaces de fusionarse con 
vesiculas transportadoras que portan hidrolasas lisosómicas desde el aparato 
de GotgL Entonces los endosomas tardios maduran a lisosomas cuando ad- 
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quieren todo un complemento de enzimas lisosómicas y alcanzan mayor acidez 
(pH sobre 5). Dentro de los lisosomas, los materiales endocitados se degradan 
por la acción de las hidrolasas acidas. 

Aunque muchos receptores (como el receptor de LDL) se reciclan a la mem¬ 
brana plasmatica, otros siguen destinos diferentes. Algunos son transportados 
a los lisosomas y degradados junto eon sus ligandos. Por ejemplo, los recepto- 
re$ superficiales celulares de varios factores de crecimiento (descritos en el 
próximo Gapitulo), se introducen tras la unión del factor de crecimiento y termi- 
nan slendo degradados en los lisosomas, El resultado de este proceso es la 
eliminación de los complejos receplor-ligando de la membrana plasmatica, lo 
que Implica el finał de la respuesta de la celuia a una estimulación por un factor 
de crecimiento —fenómeno conocido como regulación por disminución del 
receptor (receptor dowrt-regulation) 

Un tlpo especiaiizado de reciclaje desde los endosomas desempeńa un pa- 
pel importante en la transmisión de los tmpulsos nerviosos a traves de las sinap- 
sis {Fig, 12,43), Como se describlo anteriormente en este capitulo. la llegada de 
un potencial de acción a ta terminación de la mayoria de las neuronas es una 
seńal para la fusión de las vesiculas sinapticas eon la membrana plasmatica, 
liberandose los neurotransmisores que transmiten la senal a las celulas postsi- 
napticas. Entonces, las vesiculas sinapticas vacias se recuperan a partir de la 
membrana plasmatica mediante vesiculas recubiertas de clatrina. que se fusio- 
nan eon los endosomas tempranos. Las vesiculas sinapticas se regeneran di- 
rectamente a partir de los endosomas. Acumulan un nuevosuministro de neuro- 
transmisores y retornan a la membrana plasmatica, quedando preparadas para 
el próximo ciclo de transmisión sinaptica. 

En las celulas polarizadas (p, ej., celulas epiteliales), los receptores internali- 
zados tambien se pueden transferir a traves de la celuia al dominio opuesto de 
la membrana plasmatica —un proceso llamado transcitosis. Por ejemplo, un 
receptor endocitado desde el dominio basolateral de la membrana plasmatica 
puede ser seleccionado en los endosomas tempranos para transportarse a la 
membrana apical. En algunas celulas este es un mecanismo importante de cła- 
sificación de las proteinas de membrana (Fig, 12.44). En vez de ser clasificadas 
en la red trans Golgi para su entrega en los dominios apical o basolateral (vease 
Fig, 9.29), las proteinas se dirigen iniciaimente a la membrana basolateral. Las 
proteinas destinadas a la membrana apical $e transfieren despues a su lugar por 
transcitosis, Ademas, la transcitosis proporciona un mecanismo para la transie- 


Neurotransmisor 



2, La membrana de la ve$icula 
sinaptica se recupera mediante 
endocitosis de las depresiones 
revestidas eon clatrina. 
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1. La llegada de un 


impulso nervioso a la 
terminación de una 
neurona dispara ta fusión 
de las vesfculas sinapticas 
eon la membrana 
plasmatica, liberando los 
neurotransmisores. 


3, Las vesfcutas endocfticas 
se fusionan eon los 
endosomas tempranos, 


Clatrina librę 


4, Las vesicula$ 
sinapticas se regeneran 
al surgir desde el 
endosoma y se rellenan 
por la e ni rada de 
neurotransmisores desde 
el citosol, 


\— Endosoma 
y temprano 


Figura 12A3 

Reciclaje de vesicula$ sinapticas. 
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Figura 12.44 

Clasilicación de las protemas por trans- 
citosis. U na proteina destinada al domi¬ 
nio apical de !a membrana plasmatica se 
transporta en primer lugar desde el apara- 
to de Golgi al dominio basofateral. Des- 
pues es endocitada y transportada de for- 
ma selectiva al dominio apical desde los 
endosomas tempranos. 


rencia de macromoleculas extracelulares a 
traves de capas de celulas epiteliales. Por 
ejemplo, muchos tipos de celulas epiteliales 
transportan anticuerpos desde la sangre a 
varios fluidos secretados, como la leche. 
Los anticuerpos se unen a sus receptores 
en la su particie basolateral y mediante 
transcitosis se dirigen, junto eon sus recep¬ 
tores, a la superficie apical. Entonces se es- 
cinden los receptores liberandose los anti¬ 
cuerpos a las sec redo nes extracelulares. 


Figura 12.45 

Paredes celulares bacterianas. La mem¬ 
brana plasmatica de Jas bacterias Gram-ne- 
gativas esta rodeada por una pared cefu- 
lar delgada por debajo de la membrana 
externa. Las bacterias Gram-positivas 
carecen de la membrana externa y tienen 
una pared celular gruesa. 
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Paredes celulares y matriz extracelular 

Aunque el Kmitę de la celula viene definido por la membrana plasmatica, mu- 
chas celulas se encuentren rodeadas de una formación insoluble de macromo¬ 
leculas secretadas. Las celulas de las bacterias, hongos, algas, y plantas supe- 
riores estan rodeadas por una pared celular rigida, que es una parte integral de 
la celula. Las celulas animales, aunque no estan encerradas en paredes celula¬ 
res, estan asociadas intimamente en los tejidos eon una matriz extracelular 
compuesta por protefnas y polisacaridos. La matriz extracelular no solo propor- 
ciona un soporte estructural a las celulas y a los tejidos, sino que lambien de- 
sempeńa papeles importantes en la regulación del comportamiento de las celu¬ 
las en los organismos pluricelulares. 

Paredes celulares bacterianas 

Las paredes celulares rigidas de las bacterias determinan la forma de la celula y 
previenen que la celula estalle como consecuencia de la presión osmótica. La 
estructura de sus paredes celulares divide a las bacterias en dos ampiios gru- 
pos que pueden distinguirse por un metodo de tinción conocida como la tinción 
Gram, desarrolfada por Christian Gram en 1884 (Fig, 12,45). Gomoya se men- 
cionó en este capitulo, las bacterias Gram-negativas (como E , coli) tienen un 
sistema de membrana dobie en el que la membrana plasmatica esta rodeada 
por una membrana externa permeable. Estas bacterias tienen una pared celular 
delgada localizada entre sus membranas interna y externa. Por el contr ario, las 
bacterias Gram-positivas (como el patogen o hu ma no comun Staphyłococcus 
aureus) presentan solamente una unica membrana plasmatica, que esta rodea¬ 
da de una pared celular mucho mas gruesa, 

A pesar de estas diferencias estructurales, el principal componente de las pare¬ 
des celulares tanto de las bacterias Gram-negativas como Gram-posilivas es el 
peptidoglicano (Fig. 12.46) que esta constituido por cadenas lineaies de polisaca- 
ridos, entrelazadas por peptidos cortos, Debido a su estructura entrelazada, el pep¬ 
tidoglicano forma una cubierta covalente fuerte alrededor de toda la celula bacteria- 
na. Es interesante destacar que lo que les hace a las bacterias vulnerables frente a 
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algunos antibióticos es ia estruciura caractenstica de sus paredes cełulares. La 
penicilina, por ejemplo, inbibe la enzlma responsable de formar los puentes de 
unión cruzados entre las diferentes hebras de peptidoglicano, interfiriendo de esta 
manera en !a sfnlesis de la pared celular y bloqueando el crecimiento bacteriano, 

Paredes cełulares vegetales 

A diferencia de las de las bacterias, las paredes cełulares de los eucariotas 
(incluyendo hongos, algas, y plantas superiores) se componen principalmente 
de polisacaridos (Fig, 12,47). El polisacarido esfructural fundamental de las pa¬ 
redes cełulares de los hongos es la quitina (un polimero de restos de AAaeetil- 
glucosamina), que tambien forma el exoesquelefo de los artrópodos {p. ej. t los 
caparazones de los cangrejos). Las paredes cełulares de la mayona de las al- 
gas y de las plantas superiores se componen principalmente de celulosa, que 


Figura 12 AB 

Peptidoglicano de E. cołi. Las cadenas 
de polisacaridos estśn constituidas por 
restos de APacetilglucosannina (NAG) y 
acido /V-acetiimuramico (NAM) alternan- 
tes, unidos por enlaces glicosidrcos (1 
<1— >4). Las cadenas paraleJas se entrela- 
zan por tetrapepiidos unidos a los restos 
de NAM Los aminoacidos que forman los 
tetrapeptidos vanan en las dlstintas espe- 
cies bacterianas. 
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Figura 12.47 

Polisaearidos de paredes celulares de hongos y de vegetales. (A) La quitina (el poli- 
sacarido principal de la pared celular de los hongos) es un polimero lineal de restos de 
AZ-acetilglucosamina, mientras que la eelulosa es un pofimero lineal de glucosa. Los mo- 
nórrieros de carbohidrato se unen por enlaces fi (1 -*4), permitiendo a los polisaearidos 
formar cadenas largas y rectas. (B) Las cadenas paralelas de eelulosa se asocian para 
formar microfibrillas. 

es el polimero mas abundante de la tierra. La eelulosa es un pofimero lineal de 
restos de glucosa que suele estar constituido por mas de 10.000 monómeros de 
glucosa. Los restos de glucosa se unen por enlaces fi (1 —» 4), lo que permite al 
polisacarido formar largas cadenas rectas. Varias docenas de dichas cadenas 
se asocian en paralelo unas eon otras para formar microfibrillas de eelulosa 
que pueden alcanzar una longitud de varias micras. 

En el interior de la pared celular, las microfibrillas de eelulosa estan embebi- 
das en una matriz compuesta por proteinas y otros dos tipos de polisaearidos: 
hemicelulosas y pectinas (Fig. 12.48). Las hemicelulosas son polisaearidos ab 
tamente ramificados que estan unidos a la superficie de las microfibrillas de celu- 
losa por enlaces de hidrógeno. Esto entrelaza las microfibrillas de eelulosa dando 
lugar a una red de moteculas fibrosas y resistentes. que es la responsable de la 
resistencia mecanica de las paredes celulares vegetales. Las pectinas son poli- 
sacaridos ramificados que contienen un gran nu mero de restos de acido galactu- 
rónico cargados negativamente. Debido a estas multiples cargas negativas, las 
pectinas se unen a iones cargados posiiivamente (como el Ca ? *) y atrapan mole- 


(A) 

Hemicelulosa Rectina 



Hemicelulosa Celulosa Rectina 


Figura IZ AB 

Model o de una pared celular vegetal. (A) Estructuras de una hemicelulosa (xiloglucano) 
y de unapectina (ramnogalacturano) representativas El xiloglucano esta constituido por un 
esqueleto de restos de glucosa (Gic) eon cadenas faterales de xilosa (Xyt), galactosa (Gal) 
y fucosa (Fuc). El esgueleto del ramnogalacturano contiene acido galacturónico (GalA) y 
restos de ramnosa (Rha), a los cuales se unen tambien numerosas cadenas laterales. (B) 
Las hemicelulosas se unen a la superficie de las microfibrillas de eelulosa formando una red 
fibrosa que se eneuentra embebida en una matriz gelatinosa de pectinas. 
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culas de agua para formar geles. Un ejempio iiustrativo de sus propiedades gelifi- 
cantes to muestra el hecho de que las mermeladas y las gelatinas se producen 
ańadiendo pectinas a! zumo de frufas, En la pared celular, las pectinas forman 
una red gelatinosa que esta unida eon las microfibriilas de celulosa entrelazadas. 
Ademas, las paredes celulares contienen varias glicoproteinas que se incorpo- 
ran a la matriz y que se cree que proporcionan un mayor soporte estructural. 

Tanto la estructura como la funcion de la pared celular varfan a medida que 
las celulas vegetales se desarrollan. La pared de las celulas vegetales en creci- 
miento (denominada pared celular primaria) es refativamente delgada y ftexi- 
ble, lo que permite a la celula crecer en tamańo. Una vez que las celulas han 
eesado su crecimiento, suelen desarrollar una pared celular secundaria entre 
la membrana plasmatica y la pared celular primaria {Fig, 12.49). Esta pared 
celular secundaria, que es mas ancha y mas rigida que la pared primaria, es 
particularmente importante en aquellos tipos celulares responsables de condu- 
clr el agua y de proporcionar resistencia mecanica a la planta. 

Las paredes celulares primaria y secundaria se diferencian en la composi- 
ción asi como en el grosor. La pared celular primaria contiene, aproximadamen- 
te, cantidades iguales de celulosa, bemieelulosa, y pectina. Sin embargo, la pa¬ 
red secundaria, que es mas rigida, generalmente carece de pectina y contiene 
entre el 50% y ei 80% de celulosa. Muchas paredes secundarias ademas estan 
reforzadas por lignina, un polimero compiejo de restos fenólicos que es en gran 
medida responsable de la resistencia y de la densidad de la madera. La orienta- 
ción de las microfibriilas de celulosa tambien es diferente en las paredes celulares 
primaria y secundaria. Las fibras de celulosa de la pared primaria se eneuentran 
distnbuidas al azar, mientras que las de la pared secundaria estan muy ordena- 
das (vease Fig. 12.49). La pared secundaria se suele organizar en capas en las 
que las fibras de celulosa tienen onentacionesdiferentes, formando una estruc¬ 
tura laminar que inerementa enormemente la resistencia de la pared celular. 

Una de las funciones criticas de las paredes celulares vegetales es impedir 
que la celula se hinche como resuitado de la presión osmótica. A diferencia de 
ias celulas animales, las celulas vegetales no mantienen un eguilibrio osmótico 
entre su citosol y los ffuidos extracelulares. Como consecuencia, la presión os¬ 
mótica dirige continuamente el ilujo de agua hacia el interior de la celula. Las 
celulas vegetales toleran este flujo de agua hacia el interior debido a que sus 
paredes celulares ngidas impiden que la celula se hinche y estalle. En su lugar, 
se genera una presión hidrostatica interna (llamada presión de turgencia), que 
acaba por tgualar a la presión osmótica e impide que el agua siga entrando. 

La presión de turgencia es la prineipal responsable de la rigidez de los teji- 
dos vegetaies, como resulta aparente tras la observación de una planta deshi- 
dratada y marchita. Ademas, la presión de turgencia es el fundamento de un 
mecanismo de crecimiento celular que es unico en las plantas. Concretamente, 
las celulas vegetales suelen crecer debido a la entrada de agua, sin sintetizar 
nuevos componentes citoplasmaticos (Fig. 12.50). Este mecanismo de creci¬ 
miento celular esta seńalizado por hormonas yegetales (auxinas) que debilitan 
una region de la pared celular, !o que permite a la presión de turgencia dirigir la 
expansión de la celula en esa dirección. A medida que esto ocurre, el agua que 
fluye al interior de la celula se acumula en una gran vacuola central, por lo que la 
celula crece sin inerementar el yolumen de su citosol, Este tipo de crecimiento 
puede dar como resuitado un aumento entre 10 y 100 veces del tamaho de las 
celulas vegetales durante el desarrollo. Como las celulas vegetale$ modifican 
sus paredes celulares solo se esta empezando a comprender, pero puede impli- 
car las protemas quinasas transmembranales denominadas guinasas asocia- 
das a la pared, que se cree que interaccionan eon protelnas especificas o eon 
polisacaridos de pectina presentes en la pared celular, 

A medida que las celulas crecen, se van depositando nuevos componentes 
de ta pared celular por fuera de la membrana plasmatica. Los componentes de 
la matriz, incluyendo hemicelulosas y pectinas, se slntetizan en e! aparato de 
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Figura 12.49 

Paredes cetulares primaria y secunda¬ 
ria. La pared celular secundaria se dispo- 
ne entre la pared celular primaria y la 
membrana plasmatica. La pared secunda- 
ria suele estar constituida por tres capas T 
que difieren en la orientación de sus mi- 
crofibrillas de celulosa. Las mtcrografias 
electrónicas muestran las microfibriilas de 
celulosa en la pared celular primaria y se¬ 
cundaria. (Pared primaria, cortesia de F. 
C. Steward; pared secundaria, Biophoto 
Associates/Photo Researchers, Inc,) 
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Figura 12.50 

Crecimiento de las ceiulas vegetales. 

La presión de turgencia dirige la expan- 
sión de las celu las vegetales mediante la 
entrada de agua f que se acumirla en una 
gran vacuola central. 


Golgi y son secretados. La celulosa, sin embargo, es sintetizada por un comple- 
jo enzimatico de la membrana plasmatica (celulosa sintetasa). En las ceiulas 
en crecimiento, las microfibrillas de celulosa recien sintetizadas se depositan 
formando un angulo recto eon la dirección de la elongación celular — una orien- 
tación que se cree que desempeńa un papel importante en la determinación de 
ia dirección de la expansión celular (Fig. 12.51). Es interesanta destacar que las 
microfibrillas de celulosa en las paredes celulares en crecimiento se disponen 
en paralelo a los microtubulos corticales subyacentes a la membrana plasmati¬ 
ca. Estos microtubulos parece que definen la orientación de fas microfibrillas de 
celulosa recien sintetizadas, posiblemente determinando la dirección del movi- 
miento de los complejos de la celulosa sintetasa de la membrana. De esta ma- 
nera, los microtubulos corticales definen la dirección del crecimiento de la pared 
celular, que a su vez determina la dirección del crecimiento celular y, en ultima 
instancja, la forma de toda la planta. 

Las paredes celulares de diferentes tejidos vegetales. como las hojas, fallos, 
raices y flores, estan form ad as principalmente por celulosa, pero difieren en sus 
componentes de matriz y quizas en la organización de sus fibriflas de celulosa. 
Existen a! menos 10 enzimas de celulosa sintasa diferentes y cada complejo 
enzimatico de la membrana plasmatica contiene dos formas diferentes, que po 
drian ser responsables de la distinta organización de las paredes celulares en- 
tre los diferentes tejidos. 

Ma tri z cx tra celu la r 

Aunque las ceiulas animałeś no estan rodeadas por paredes celulares, muchas 
de las ceiulas en los tejidos de los organismos pluricelulares se eneuentran em- 
bebidas en una matriz extracelular constituida por proteinas secretadas y poli- 
sacaridos. La matriz extraceluiar relfena los espacios entre las ceiulas y une entre 
si las ceiulas y los tejidos. Un lipo de matriz extracelular es la lamina basal. 
previamente denominada membrana basal, sobre la que descansan las ceiulas 
epiteiiales (Fig. 12.52). Ademas de sostener laminas de ceiulas epiteiiales, la la¬ 
mina basal rodea a las ceiulas museufares, ceiulas adiposas, y nervios periferi- 
cos. La matriz extracelular, sin embargo, es mas abundante en los tejidos coneo 
tivos. Por ejemplo, el tej ido conectivo laxo bajo las capas de ceiulas epiteiiales 
esta constituido fundamentalmente por una matriz extracelular en la cual se distri- 
buyen los fibroblastos. De igual manera, otros tipos de tejido conectivo, como el 


Figura 12.51 

Sintesis de fa celulosa durante el creci¬ 
miento celular. Las ntievas microfibrillas 
de celulosa, smtetizadas por un complejo 
enzimatico de la membrana plasmatica 
(celulosa sintetasa), se disponen en angu¬ 
lo recto respecto a la dirección dei creci¬ 
miento celular. La dirección de la sintesis 
de celulosa es paralela a los microtubulos 
localizados debajo de la membrana plas¬ 
matica. 
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Figura 12,52 

Ejemplos de matriz extracelular. Las laminas de eelulas epiteliales descansan sobre 
una capa delgada de matriz extracelular llamada lamina basal, Bajo la lamina basal esta 
el tejido conectivo laxo, que consiste fundamentalmente en matriz extracelular secretada 
por los fibroblastos. La matriz extracelular contiene proteinas fibrosas estructurales em- 
bebidas en una sustancia fundamenta! gelatinosa, de naturaJeza polisacaridica. 


hueso, tendón, y cartilago, estan constituidos fundamentalmente por matriz ex- 
tracelular que es la responsable principal de su estructura y función 

La matriz extracelular esta compuesta por proteinas fibrosas, resistentes, 
embebidas en una sustancia fundamental gelatinosa y de naturafeza polisacarL 
dica —un diseńo simifar al de la pared de las eelulas vegetales—. Ademas de 
las proteinas estructurales fibrosas y de los polisacaridos, la matriz extraceiular 
contiene proteinas de adhesión que unen los componentes de la matriz tanto 
entre si como a las eelulas adyacentes. Las diferencias entre los distintos tipos 
de matriz extraceluiar se deben a variaciones en el esquema generał. Por ejem- 
p1o t los tendones contienen una proporción elevada de proteinas fibrosas, 
mientras que el cartilago contiene una alfa concentración de polisacaridos que 
forman un gel firmę, resistente a la compresión. En el hueso, la matriz extracelu- 
lar esta endurecida por el depósito de cristales de fosfato calcico. La estructura 
faminar de la lamina basal tambien se debe a unos componentes de la matriz 
que difieren de aquel!os que se eneuentran en los tejidos conectivos. 

La proteina estructural principal de la matriz extracelular es el colageno. 
que es la proteina mas abundante en los tejidos animales. Los colagenos son 
una gran familia de proteinas, constituida al menos por 19 miembros diferentes. 
Se caracterizan por formar helices tri pies en las que tres cadenas polipeptidicas 
se enrolfan estrechamente una afrededor de la otrą en una estructura en forma 
de cuerda (Fig. 12.53). Los dominios de triple hefice de los colagenos consisten 
en repeticiones de ia secuencia de aminoacidos Gfy-X-Y. Se requiere una gtici- 
na (el aminoścido mas pegueńo, eon una cadena lateral constituida solo por un 
hidrógeno} en cada tercera posición para que las cadenas polipeptidicas esten 
io suficientemente agrupadas como para formar ia triple helice de colageno. En 
la posición X suele aparecer ia prolina, y la hidroxiprolina en la posición Y; debi- 
do a su estructura en anillo, estos aminoacidos estabilizan la conformación heli- 
coidal de las cadenas polipeptidicas. 
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(A) Triple helice de colageno 


Figura 12 53 

Estructura dei colageno. (A) Tres cadenas polipeptidicas se enrollan una alrededor de 
la otrą en una estructura caracteristica de triple helice. (B) La secuencia de aminoacidos 
de un dominio de triple helice de colageno consiste en repeticiones de Gly~X-Y, en el que 
X suele ser prolina e Y suele ser hidroxiprolina (Hyp). 
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Figura 12.54 

Formación de la hidroxiprolma. La proli- 
na hidroxilasa convierte los restos de proli- 
na de! colageno en hidroxiprolina. 


TABLA 12.2. Miembros representativos de la familia del cofageno 

Clases de colageno Tipos Distribución de tejidos 


Formador de fibrillas (fibrilares) I 

II 

III 

V 

X! 

Asociado a fibrillas IX 

XII 

XIV 

XV! 

Formador de redes IV 

Filamentos de anclaje VI! 


Mayoria de tejidos conectivos 
Cartilago y humor vftreo 

Tejidos conectivos extensibles (p ej,, piel y 
pulmón) 

Tejidos que conlienen colageno I 
Tejidos que contienen colageno El 
Tejidos que contienen colageno El 
Tejidos que contienen colageno I 
Tejidos que contienen colageno I 
Numerosos tejidos 
La mi nas basaies 

Zonas de unión de las lam i nas basafes al tej ido 
conectivo subyacente 



1 //m 


El aminoacidc poco comun hidroxiprolina se forma dentro del reticulo endo- 
plasmatico a partir de la modificación de los restos de proiina que ya han sido 
incorporados a las cadenas polipeptidicas de colageno (Fig. 12.54). Los restos 
de lisina en et colageno suelen ser convertidos en hidroxilisinas. Se considera 
que los grupos hldroxilo de estos aminoacidos modificados estabilizan la tripte 
helice de colageno formando enlaces de hidrógeno entre fas cadenas polipepti¬ 
dicas. Estos aminoacidos raramente se encuentran en otras proteinas, aunque 
la hidroxiprofina tambien es comun en algunas de fas glicoprotetnas de las pare- 
des celulares de las plantas. 

E tipo de colageno mas abundante (colageno tipo I) es unode los colagenos 
fibrilares, que son los componentes estructurales fundamentates de los tejidos 
conectivos (Tabla 12.2). Las cadenas polipeptidicas de estos colagenos estan 
constituidas por, aproximadamente 1 mil aminoacidos o 330 repeticiones de Gly- 
X-Y. Tras ser secretados de las celułas estos colagenos se ensamblan en fibri¬ 
llas de colageno en las que las moleculas de triple helice se asocian en una 
estructura regular y discontinua (Fig. 12.55), Estas fibras no se forman dentro 
de la celula, porque los colagenos fibrilares se sintetizan como un precursor 
soluble (procolageno) que contiene segmentos no heiicoidales en ambos ex- 
tremos de la cadena polipeptidica. Ei procolageno se escinde para dar colageno 
despues de su secreción, de tal manera que el ensambJaje del colageno en 
fibrillas solo se produce fuera de la celula, La asociación de las moleculas de 
colageno en fibrillas se refuerza debido a que se forman enlaces eovalentes 
fransversales entre las cadenas laterales de los restos de lisina e hidroxilisina, 
Frecuentemente, las fibrillas se asocian ademas unas eon otras para formar 
fibras de colageno, las cuafes pueden tener varios micrómetros de diametro. 

Otras tipos de colageno no forman fibrillas pero desempehan distmtos pape- 
les en las diferentes clases de matrices extraceiulares. Ademas de los colagenos 
fibrilares, los tejidos conectivos contienen colagenos asociados a fibrillas, que se 


Figura 12.55 

Fibrillas de colageno. (A) Las moleculas de colageno se ensamblan en una formación 
discontinua regular para conslituir fibrillas. Las moleculas se superponen en una cuarta 
parte de su longitud, y hay un pequeńo hueco entre el extremo N-terminal de una molecu- 
la y el extremo C-terminal de la siguiente. Esta estructura queda reforzada medianie enla¬ 
ces covalentes transversales entre las cadenas laterales de los restos de lisina o de hidro- 
xi!isina, principalmente en los extremos de las moleculas, (B) Micrografia electrónica de 
fibrillas de colageno. La disposición discontinua de las moleculas de colageno y los hue- 
cos entre ellas son ta causa de las estriaciones transversales caracteristicas de las fibri¬ 
llas. (B, J. Gross, F.O. Sahmitt y D. FawcełtA/isuals Unlimited.) 
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Figura 12.56 

Colageno tipo IV. (A) La estructura repetida de Gly-X-Y del colageno tipo IV (amariflo) 
esta interrumpida por multiples secuencias no helicoidales (barras). (B) Micrografia elec- 
trónica de una red de colageno tipo IV. (B, P. D. Yurchenco y j, C Schittny. 1990, FASEB 
J. 4:1577.) 


unen a la superficie de las fibrillas del colageno y las conectan entre si y a otros 
componentes de la matriz. Las laminas basales estan constituidas por 
un lipo de colageno distinto (colageno tipo IV), que es un colageno formador de 
redes (Fig. 12.56). Las repeticiones de Gly-X-Y de estos colagenos se interrumpen 
frecuentemente por pequeńas secuencias no helicoidales. Debido a estas interrup- 
ciones, los colagenos formadores de redes son mas flexibles que los colagenos 
formadores de fibrillas. Como consecuencia, se ensamblan en redes entrelazadas 
bidimensionaleś en lugar de en fibrillas. Otro tipo de colageno forma fibrillas de 
anclaje que anclan a algunas laminas basales eon el tejido conectivo subyacente. 

Los tejidos conectivos tambien contienen fibras elasticas que son particu- 
larmente abundantes en aquellos órganos que, regularmente. se extienden y 
despues retornan a su forma original. Los pulmones, por ejemplo, se extienden 
eon cada inspiración y retornan a su forma original eon cada exha!ación. Las 
fibras elasticas se componen principalmente de una proteina denominada elas- 
tina que forma una red, eon puentes cruzados mediante enlaces covalentes 
entre las cadenas laterales de restos de lisina (similares a los del colageno). 
Esta red de cadenas de elastina entrelazadas se comporta como una goma 
elastica, estirandose eon la tensión y retornando de golpe a su forma inicial 
cuando dicha tensión se libera. 

Las proteinas estructuraies fibrosas de la matriz extracelular estan embebi- 
das en un gel formado a partirde unos polisacaridos denominados glicosamino- 
glicanos, o GAGs, que estan constituidos por unidades repetidas de disacaridos 
(Fig. 12.57). Uno de los azucares del disacarido puede ser A/-acetilglucosamina 
o A/-acetilgalactosamina y el segundo suele ser un acido (bien acido glucurónico 
o acido idurónico). Con la excepción del acido hialuronico, estos azucares se 
modifican por ia adición de grupos sulfato. Por lo tanto, los GAGs tienen una 
carga negativa elevada. Al igual que las pectinas de las paredes celulares vege- 
tales, se unen a iones cargados positivamente y atrapan moleculas de agua 
para formar geles hidratados, proporcionando asi un soporte mecanico a la ma¬ 
triz extracelular. 
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Ftgura 12.57 

Tipos principales de glicosaminogli- 
canos. Los glicosaminoglicanos estan 
constituidos por la repetición de unidades 
de disacaridos, Con la excepción del aci¬ 
do hialuronico, los azucares suolen corv 
tener sulfato, El heparan sulfato es simi- 
lar a la heparina pero contiene menos 
grupos sulfato. 
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Figura 12,58 

Complejos de agrecano y acido hialurónico* El agrecano es un gran proteoglicano 
constituido por mas de 100 cadenas de condroitin sulfato unidas a una proteina central. 
Multiples moleculas de agrecano se unen a largas cadenas de acido hialurónico, forman- 
do gran des complejos en la matriz extracelulardel cartilago. Esta asociación se estabiliza 
por proteinas de unión. 
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El acido hialurónico es ei unico GAG que aparece como una unica cade- 
na larga de polisacarido. Todos los demas GAGs se unen a proteinas para 
formar proteoglicanos, que estan constituidos hasta por un 95 % de pofisa- 
caridos en peso. Los proteoglicanos pueden contener desde solamente una 
o hasta mas de cień cadenas de GAG unidas a restos de serina de una 
proteina central. Se han identificado varias proteinas centrales (que abar- 
can desde 10 a >500 kDa), por loque los proteoglicanos son un grupo diver- 
so de maeromoleculas, Ademas de ser componentes de la matriz extracelu- 
lar, algunos proteoglicanos son proteinas de la superficie celular que 
intervienen en la adhesión celular, Algunos de estos proteoglicanos, los sin- 
dicanos, poseen dominios transmembrana y participan junto eon las integrinas 
en la seńalización a traves de complejos de adhesión. 

Algunos proteoglicanos interaccionan eon ei acido hialurónico para formar 
grandes complejos en la matriz extracelular. Un ejemplo bien conocldo es el 
agrecano, el principal proteoglicano del cartilago (Fig. 12.58). Mas de cień ca¬ 
denas de condroitin sulfato se unen a una proteina central de aproximadamente 
250 kDa, formando un proteoglicano de casi 3.000 kDa. Multiples moleculas de 
agrecano se asocian eon cadenas de acido hialurónico, constituyendo grandes 
agregados (>100.000 kDa) que quedan atrapados en la red de colageno Los 
proteoglicanos tambien interaccionan eon el colageno y eon otras proteinas de 
la matriz para formar redes gelatinosas en las que las proteinas estructurales 
fibrosasde la matriz extracelufar estan embebidas. Por ejemplo, el perfecano (ef 
Principal proteoglicano heparan sulfato de la lamina basal) se une tanto al cola¬ 
geno tipo fV como a la proteina de adhesión iaminina, que se describira poste- 
riormente. 

Las proteinas de adhesión, ei tercer tipo de los constituyentes de la matriz 
extracelular, son las responsables de unir los componentes de la matriz entre si 
y a la superficie de las celulas. El prototipo de estas moleculas es la fibronecti¬ 
na, que es la principaJ proteina de adhesión de los tejidos conectivos. La fibro- 
nectina es una glicoproteina dimehea constituida por dos cadenas polipeptidi- 
cas, conteniendo cada una cerca de 2.500 aminoacidos (Fig, 12.59). Ademas la 
fibronectina se dispone en la matriz extracelulara modo de una red de fibrillas, 
mediante puentes disulfuro. La fibronectina tiene sitios de unión para el colage¬ 
no y para los GAGs, por !o que actua como un puente de unión entre estos 
componentes de la matriz. Un sitio distinto de la molecula de fibronectina es 
reconocido por receptores de superficie celular, y de esta manera es responsa- 
ble de la unión de las celulas a la matriz extracełular. 

La lamina basal contiene una proteina de adhesión distinta denominada la- 
mrnina (Fig. 12.60). Al igual que el colageno tipo IV, las lamininas pueden 
autoensamblarse en polimeros eon forma de red, Estas redes de laminina son 
los principales componentes estructurales de las laminas basales sintetizadas 
en los embriones muy tempranos, que no contienen colageno Las lamininas 
tambien tienen sitios de unión para receptores de superficie celular, para cola¬ 
geno de tipo IV, y para perlecano, Ademas, las lamininas estan mtimamente 


Figura 12.59 

Estructura de la fibronectina. La fibronectina es un dimero de cadenas polipeptfdicas 
similares unidas por puentes disulfuro cerca del extremo C-terminal. Se indican los sitios 
de unión para proteoglicanos, celulas y colageno. La molecula tambien contiene sitios 
adicionales de unión que no se muestran. 
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Cadena A 



Figura 12 60 

Estructura de la laminina. La laminina 
esta constituida portres cadenas polipep- 
tidicas designadas como A, BI y B2, Se 
indican algunos de los sitios de imion para 
la entactina, el colageno tipo IV, los pro- 
teoglicanos y Jos receptores de superficie 
celular 


asociadas eon otrą proteina de adhesión, denominacja entactina o nidógeno, 
que tambien se une al colageno tipo IV, Como resuitado de estas multiples 
interacciones T la laminina, la entactina, el colageno tipo IV y el perlecano forman 
redes entreeruzadas en la lamina basa!. 

Los principales receptores celulares de superficie responsables de la unión de 
las celulas a la matriz esciracelular son las integrinas. Las integrinas son una fami¬ 
lia de proteinas transmembrana constituidas por dos subunidades, designadas / y 
fi (Fig. 12.61). Se han identificado mas de 20 integrinas diferentes, formadas por la 
combinación de 18 subunidades % y 8 subunidades fi conocidas. Las integrinas se 
unen a secuencias cortas de aminoacidos presentes en multiples componentes de 
la matriz extracelular, incluyendo colageno, fibronectina, y laminina. El primero de 
tales sitios de unión a las integrinas en ser caracterizado fue la secuencia Arg-Gly- 
Asp, que es reconocida por varios miembros de la familia de las integrinas. Otras 
integrinas, sin embargo, se unen a secuencias peptidicas diferentes, incluyendo las 
secuencias de reconocimiento de los colagenos y las lamininas. Los proteoglicanos 
transmembrana de la superficie de varias celulas tambien se unen a los componen¬ 
tes de la matriz extracelular y modulan las interacciones celula-matriz. 

Ademas de fijar las celulas a la matriz extracelular, las integrinas sirven 
como anclaje para el citoesqueleto (Fig. 12.62). La unión del citoesqueleto a la 
matriz extracelular es la responsable de la estabilidad de las uniones celula- 
matriz. Distintos tipos de interacciones entre las integrinas y el citoesqueleto se 
eneuentran en dos tipos de contactos ceiula-matriz, las adhesiones focales y 
los hemidesmosomas, que se describieron en el Capitulo 11. Las adhesiones 
focales anclan varios tipos celulares, incluyendo a los fibroblasfos, a la matriz 
extracelular, Los dominios citoplasmicos de las subunidades fi de las integrinas 
en estas uniones celula-matriz ancien el citoesqueleto de actina uniendose a los 
haces de filamentos de actina. Los hemidesmosomas son sitios de unión espe- 


Figura 12.61 

Estructura de las integrinas. Las integrinas son heterodimeros de dos subunidades 
transmembrana, designadas y y fi. La subunidad y fija cationes divalenfes (M 2 ') La zona 
će unión a la matriz se compone dc porciones de ambas subunidades. 
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Figura 12,62 

Uniones entre las celulas y la matriz ex- 
tracelular. Las integrinas median dos ti¬ 
pos de uniones estables en las que el ci’ 
toesqueleto se fija a la matriz extracelular. 
En las adhesiones focales, los baces de 
filamentos de actina se anclan a las subu- 
nidades fi de la mayoria de las integrinas 
medianie asociaciones eon otras proteń 
nas, incluyendo a-actinina, talina y vinculi¬ 
na (vease Fig. 11.14). En los hemidesmo- 
somas, la integrina x e /f 4 une la lamina 
basal a los filamentos intermedios a tra- 
ves de la piectina. 
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cializados de las celulas epiteliales en Jos que una integrina especffica (desig- 
nada como « 6 /j 4 ) interacciona eon Jos filamentos intermedios en lugar de eon la 
actina. La integrina a e j0 4 se une a la lamimna, por lo que los hemidesmosomas 
anclan las celulas epiteliales a la lamina basal. 

Ifiteracciones celula-celula 

Las interacciones directas entre las celulas, al iguai que entre las celulas y la 
matriz exlraceluiar, son criticas para el desarrollo y para la función de los orga- 
nismos pluricelulares. Algunas interacciones celula-celula son transitorias, 
como las interacciones entre las celulas del sistema inmunitario y las interaccio¬ 
nes que dirigen a los glóbulos blancos sanguineos a los lugares de inflamación 
tisular. En otros casos. las uniones estables celula-celula desempeńan un papel 
clave en la organlzación de las celulas en los tejidos. Por ejempio. varios tipos 
diferentes de uniones estables celula-celula son criticas para el mantenimiento 
y la función de las laminas de celulas epiteliales. Las celulas vegetalestambien 
se asocian eon las celulas vecinas no sólo medianie interacciones entre sus 
paredes celulares, sino tambien medianie uniones especializadas entre sus 
membranas plasmaticas. 

Pro te t mis de adhesión celular 

La adhesión celula-celula es un proceso selectivo, de tal forma que las celulas 
se adhieren solamente a otros tipos espectficos de celulas, Esta selectlyidad se 
demostró por primera vez en estudios clasicos de desarrollo embrionarlo, que 
mostraban que las celulas de un tejido (p. ej., elhigado) se adhieren especifica- 
mente a celulas del mismo tejido antes que a celulas de un tejido diferente (p. 
ej,, cerebro). Esta adhesión celula-celula selectiva viene mediada por proteinas 
transmembrana denominadas moleculas de adhesión celular, que pueden 
dividirse en cuatro grupos principales: las selectinas, las integrinas, la super- 
familia de las inmunoglobulinas (Ig) (llamadas ast debido a que contienen 
dominios estructurales similares a las inmunoglobulinas), y las cadherinas (Ta- 
bla 12.3), La adhesión celular mediada por selectinas integrinas, y cadherinas 
requiere Ca :> ‘ o Mg 3ł , por lo que muchas interacciones adhesivas entre las celu¬ 
las son Ca 2+ —o Mg 2 *— dependientes. 
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TABLA 12.3. 

Moleculas de adhesión celular 

Familia 

Ligandos rc co noc id os 

Uniones celulares estables 

Selectinas 

Carbohidratos 

No 

Integrinas 

Ma tri 2 extracelular 

Ad hesiones f ocal es y hemidesmosomas 

Miembros de la superfamilia 
de Ig 

No 

Superfamilia de Ig 

Integrinas 

No 


Interacciones homofilicas 

No 

Cadherinas 

Interacciones homofilicas 

Uniones adherentes y desmosomas 


Las selectinas median interacciones transitorias entre los leucocitos y las 
celulas endoteliales o las plaquetas sangumeas, Existen tres miembros de la 
familia de las selectinas: L-sełectina, que se expresa en los leucocitos; E-seiec- 
tina, que se expresa en las celulas endoteliales; y P-selectina, que se expresa 
en las plaquetas. Como se describió anteriormente en este capftulo, las selecti¬ 
nas reconocen a los carbohidratos de la superficie celular (vease Fig, 12,14). 
Uno de sus papeles clave es iniciar las interacciones entre los leucocitos y las 
celulas endoteliales durante la migración de los leucocitos desde la circulación 
a los fugares de inflamación tisular (Fig, 12,63). Las selectinas median la adhe- 
sión inicial de los leucocitos a las celulas endoteliales. Tras esto se forman ad- 
hesiones mas estables, en las que las integrinas de la superficie de los leucoci¬ 
tos se unen a moleculas de adhesión intraeelular (ICAMs), que son miembros 
de la superfamilia de las Ig que se expresan en la superficie de las celulas 
endoteliales, Los leucocitos firmemente sujetos son capaces entonces de pene- 
trar la pared de fos capilares y entrar al tejido eircundante, migrando entre las 
celulas endoteliales. 

La unión de las ICAMs a las integrinas es un ejemplo de interacción hete- 
rofitica, en que una molecula de adhesión de la superficie de una ceiula (p. ej., 
una ICAM) reconoce una molecula diferente de la superficie de otrą ceiula (p. 
ej., una integrina). Otros miembros de la superfamilia de las Ig median interac¬ 
ciones homofflicas, en las que una molecula de adhesión de la superficie de 
una ceiula se une a la misma molecula de la superficie de otrą ceiula. Esta unión 
homoftliea conduce a una adhesión selectiva entre celulas del mismo tipo. Por 
ejemplo, las moleculas de adhesión de celulas nerviosas (A/-CAMs) son mtem- 
bros de la superfamilia de las Ig que se expresan en las celulas nerviosas, y 
la unión homofilica entre ALCAMs contribuye a formar asociaciones selectivas 



Figura 12.63 

Adhesión entre los leucocitos y las ce¬ 
lulas endoteliales. Los leucocitos aban- 
donan la circulación en los lugares de in¬ 
flamación tisular interaccionando eon las 
celulas endoteliales de las paredes de los 
capilares. El primer paso en esta i n terać- 
ción es la unión de las selectinas leucoci- 
tarias a los ligandos de carbohidrato de la 
superficie de la ceiula endotelial. A este 
paso le siguen interacciones mas estables 
entre las integrinas leucocitarias y miem¬ 
bros de la superfamilia de las Ig (ICAMs) 
de las celulas endoteliales. 
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Figura 12,64 

Uniones estables cefufa-celufa media- 
das por las cadherinas. Las interaccio- 
nes homofilicas entre las cadherinas me¬ 
dian dos tipos de adhesiones estables 
celula-celula. En las uniones adherentes, 
las cadherinas se unen a haces de fila¬ 
mentos de actina a traves de las cateni- 
nas (vease Fig. 11.14). En los desmoso- 
mas, la desmoplaqoina une miembros de 
la superfamilia de las cadherinas (desmo- 
glefnas y desmocolinas) a los filamentos 
intermedios (vśase Fig. 11 34). 


entre las celulas nervtosas durante ef desarrollo. Existen mas de cień miembros 
de la superfamilia de las Ig, los cuales median diversas interacciones celula- 
celula. 

El cuarto grupo de moleculas de adhesión celular, las cadherinas, tambien 
muestran especificidad de unión homofilrca. No solo estan implicadas en la ad¬ 
hesión selectiva entre las celulas embrionarias sino que tambien son los princi- 
pales responsables de la formación de uniones estables entre las celulas en los 
tejidos. Las cadherinas son una familia grandę de proteinas (unos 80 miem¬ 
bros) que comparten un dominio extracelular comun implicado en interacciones 
hemofilicas. Existen varias subfamilias de cadherinas (cadherinas clasicas, cad- 
herinas semejantes a grasas, cadherinas de siete dominios transmembrana) y 
difieren tanto en su dominio transmembrana como en su dominio eitosólico. 

Las cadherinas clasicas contienen un solo dominio transmembrana y estan 
ancladas al citoesqueleto mediante la interacción de su dominio citosólico eon 
la /Fcatenina o la desmoplaguina (Figura 12.64). Otrą porción del dominio cito¬ 
sólico se une a factores de intercambio de GTP que regulan a las proteinas de 
bajo peso molecular de la familia Rho, las cuales controlan la formación y esta- 
bilidad de los contactos celula a celula. Por ejempio, ia cadherina-E es expresa- 
da en celulas epiteliales, de modo que interacciones hemofilicas entre eadheri- 
nas-E desencadenan la adhesión selectiva entre celulas epiteliales. Es 
importante saber que la perdida de la cadherina-E puede desencadenar el de¬ 
sarrollo de canceres que surgen de celulas epiteliales, \o que ilustra la importan- 
cia de las interacciones celula-celula para controlar el comportamiento celular. 
Distintos miembros de la familia de las cadherinas, como la cadherina-N (ca- 
dherina neural) y la cadherina-P (cadherina placentaria), median la adhesión 
selectiva de otros tlpos celulares. 

A diferencia de las uniones estables celula-matriz descritas en la sección 
anterior, las interacciones celula-celula mediadas por las selectinas, integrinas, 
y miembros de la superfamilia de las Ig son adhesión es transitorias en las que 
los citoesquefetos de las celulas adyacentes no se un en entre si. En cambio, las 
uniones de adhesión estable que implican a los citoesquelelos de las celulas 
adyacentes son mediadas por las cadherinas. Como se trato en el Capitulo 11, 
estas uniones celula-celula son de dos tipos: uniones adherentes y desmoso 
mas ? en las que las cadherinas o proteinas relacionadas (desmogleinas y des¬ 
mocolinas) se unen, re$pectivamente t a fos haces de actina y a los filamentos 
intermedios (Fig. 12.64). Por lo tanto, elpapel de las cadherinas af unirelcitoes- 
gueleto de las celulas adyacentes es analogo al de las integrinas al formar unio¬ 
nes estables entre las celulas y ta matriz extracefular. 
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UmoHtfs estrechas 


Ademas de las uniones de adhesión mediadas por las cadherinas, otros dos tipos 
de uniones celula-celula especializadas desempehan papeles clave en los tejidos 
animales, Las uniones estrechas, que generalmente suelen aparecer asocia- 
das a las uniones adherentes y a los desmosomas en un complejo de unión 
(Fig, 12.65), tienen una importancia critica para la función de las capas de celulas 
epitefiales como barreras entre compartimentos fluidos. Por ejemplo, el epitetio 
intestinal separa fa luz del intestino del tejido conectivo subyacente, que contiene 
capilares sangumeos* Las uniones estrechas desempehan dos papeles que per- 
miten al epitelio efectuar dichas funciones de barrera. En primer luga r, las uniones 
estrechas constituyen un precinto que previene el librę transito de las moleculas 
(incluyendo iones) entre las celulas de las laminas epiteliales. En segundo lugar, 
las uniones estrechas separan los dominios apical y basolateral de la membrana 
plasmatica al impedir la librę difusión de los lipidos y de las proteinas de membrana 
entre ambos dominios. Como consecuencia, los sistemas especializados de trans¬ 
port© en los dominios apical y basolateral son capaces de controlar el trafico de 
moleculas entre los distintos compartimentos extracelufares, como el transporte 
de glucosa entre la luz intestinal y el torrente sangumeo (vease Fig* 12,32), 
Las uniones estrechas son los contactos mas fntimos conocidos entre celu¬ 
las adyacentes, Se describieron originalmente como puntos de fusión aparente 
entre las capas externas de las membranas plasmaticas, aunque ahora esta 
claro que las membranas no se fusionan. En su lugar, las uniones estrechas 
parece que estan constituidas por una red de hebras protemicas que se conti- 
nuan alrededordetodo el perimetro de la celuta (vease Fig. 12,65)* Se cree que 
cada hebra de estas redes esta compuesta por proteinas transmembrana (clau- 
dinas y ocludinas) que se unen a proteinas similares en las celulas adyacentes, 
sellando de esta forma el espacio entre sus membranas plasmaticas. 

Uniones de tipo gap 

Las uniones de tipo gap, que se encuentran en la mayoria de los tejidos amma- 
les ; actuan como una conexión directa entre los citoplasmas de las celulas adya¬ 
centes. Proporcionan canaies abiertos a traves de la membrana plasmatica, lo 


Figura 12.65 

Uniones estrechas. (A) Micrografia elec- 
trónicade cślulas epiteliales unidas por un 
complejo de unión, que incluye una unión 
estrecha, una unión adherente y un des- 
mosoma. (B) Las uniones estrechas se 
forman por interacciones entre hebras de 
proteinas transmembrana (odudina y 
claudina) de las celulas adyacentes, (A, 
Don Fawcett/ Photo Researchers, Inc.) 
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Figura 12.66 

Uniones de tipo gap. (A) Micrografia 
electrónica de una unión de tipo gap (fle- 
chas) entre dos celulas hepaticas. 

(8) Las uniones de tipo gap estan consti- 
tuidas por ensamblajes de seis conexinas 
que forman canales abiertos a travśs de 
las membranas plasmaticas de las celulas 
adyacentes, (A, Don Fawcett y R, Wood/ 
Photo Researches, Ine.) 


(B> 



que permite a los iones y a las moleculas pequeńas {menores de, aproximada- 
mente, mil daltons) difundirse libręmente entre las celulas vectnas, pero impide el 
paso de las proteinas y de los acidos nucleicos. Como consecueneia. las uniones 
de tipo gap acoplan tanto la actividad metabólica como las respuestas electricas 
de las celulas que conectan. La mayoria de las celulas en los tejidos animales 
—incluyendo las celulas epiteltales, las celulas endoteliales, y fas celulas del 
musculo cardiaco y liso— se eomunican por uniones de tipo gap. En las celulas 
electricamente excitables, como las celulas del musculo cardiaco, el transito di- 
recto de iones a traves de las uniones de tipo gapacopla y sincroniza las contrac- 
ciones de las celulas vecinas. Las uniones de tipo gaptambien permiten el transi¬ 
to entre celulas adyacentes de algunas moleculas seńal intracelulares, como el 
AMPc y el Ca 2 \ coordinandose asi las respuestas de las celulas en los tejidos. 
Las uniones de tipo gap son estructuras constituidas por proteinas trans- 
membrana denominadas conexinas (Fig. 12.66). Seis conexinas se ensanv 
blan para formar un cilindro eon un poro acuoso abierto en su centro. A conti- 
nuación, esta estructura de conexinas en la membrana plasmatica de una 
celula se alinea eon las conexinas de una celuia adyacente t formando un canal 
abierto entre los dos citoplasmas. Las membranas plasmaticas de las dos celu¬ 
las quedan separadas por un intervalo que corresponde al espacio ocupado por 
los dominios extracelulares de las conexinas —de ahi el termino «unión de tipo 
gap» que fue acunado por los electromicroscopistas. Muchas celulas expresan 
mas de un miembro de la familia de las conexinas, y las combinaciones de 
diferentes proteinas conexinas puede dar lugar a uniones de tipo gap de diver- 
sas propledades. 

Adhesión de las celulas mgetales y plasmodesmos 

La adhesión entre las celulas vegetales tiene lugar a traves de sus paredes 
celulares en vez de mediante proteinas transmembrana. En particular, una re¬ 
gion especializada rica en pectina de la pared cefular flamada la lamina media 
actua como un pegamento que mantiene unidas las celulas adyacentes. Debido 


































Capftulo 12 • Superficie cetuiar • 533 


Figura 12.67 

Plasmodesmos. (A) Microg rafia electro- 
nica da plasmodesmos (flechas). (B) En 
los plasmodesmos las membranas pląs- 
maticas de las celutas vecinas son Genti¬ 
li uas, form and o canates citoplasmaticos a 
traves de las parę des celulares adyacen- 
tes. U na extensión del reticulo endoplśs- 
mioo suele atravesar el canal. (A, E. H. 
Newcomb 1 University of Wisconsin/Blolo- 
gical Photo Service.) 



<B) 
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a la rigidez de las paredes celulares vegetales T las asociaciones estables entre 
las cel u las vegetales no requieren la formación de puentes citoesqueleticos, 
como aquellos proporcionados por los desmosomas y las untones adherentes 
de las celulas animafes. Sin embargo, las celulas vegetales adyacentes se co~ 
munican entre si mediante conexiones citoplasmaticas llamadas plasmodes¬ 
mos, que actuan de forma analoga a fas untones de tipo gap de la celula animal. 

A pesar de sus similitudes en la función, los plasmodesmos no estan relacio- 
nados estructuralmente eon las uniones de tipo gap . En cada plasmodesmo la 
membrana plasmatica de u na celula es continua eon ta de su vecina, creando un 
cana! abierto entre los dos dtosoles (Fig. 12.67). Una extensión del reticulo endo- 
plasmatico liso pasa a traves del poro, dejando un anillo de citoplasma circundante 
a traves del cual los iones y las moleculas pequeńas son capaces de pasar libre- 
mente entre las celutas. Ademas, los plasmodesmos pueden expandirse en res- 
puesta a un estlmuto aproptado, permitiendo el transito regulado de macromolecu- 
las entre las celulas adyacentes. De esta manera, los plasmodesmos desempeńan 
un papel clave en e! desarrotlo vegetal mediante el control del trafico de moleculas 
reguladoras, como son los factores de transcripción o los ARNs, entre las celulas. 


RESUMEN 

ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA PLASMATICA 


PALARRAS CLAVE 


Bicapa fosfolipfdica: La estructura fundamenta! de la membrana plasmatica fosfatidiicoiina, fostatidiietanoiamina, 
es una bicapa fosfolipidica, que tambien contiene glicol tpidos y colesterol. fosfatidiiaerina, esfmgomieima, 

fosfatidilinositol T glicolipidos, colesterol 


Proteinas de membrana: Las proteinas asociadas a la membrana son las 
responsables de llevar a cabo las funciones especificas de la membrana. La 
membrana se caracteriza como un mosaico fluido en el que las proteinas se 
insertan en la bicapa fosfolipfdica. 


model o de mosaico fluido, proteinas 
perifericas de membrana, proteinas 
integrales de membrana, proteinas 
transmembrana, porinas, puente de 
glicosilfosfatidiNnositol (GP1) 
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dominio apical, dominto basolateral, 
balsa lipfdlca 

Movilidad de las protefnas de membrana: Las protę mas son libres de di- 
fundirse lateralmente a traves de la bicapa fosfolipidica. Sin embargo, la mo- 
vilidad de algunas protefnas se restringe por sus asociaciones eon otras mo- 
leculas. Ademas, las uniones estrechas impiden que las protefnas se 
muevan entre los distintos dominios de la membrana plasmatica de las celu- 
las eptteliales. 

gHcocśtix, selectina 

Glicocślix: La superficie celular esta reeubierta por u na capa de carbohldra- 
tos denominadaef gficocafix. Los carbohfdratos de la superficie celular sirven 
de marcadores para el reconocimiento intercelular. 

difusión pa$iva 

TRANSPORTE DE MOLECULAS PEOUEŃAS 

Difusión pasiva: Las moieculas hidrofóbicas pegueńas son capaces de cru- 
zar !a membrana plasmatica dffundiendo a traves de la bicapa fosfolipfdica. 

difusión facilitada, proteina 
transportadora, proteina de canal 

Difusión faciiitada y proteinas transportadoras : El transito de la mayoria 
de las moieculas biológfcas viene mediado por protefnas transportadoras o 
de canal que permiten a las moieculas polares y cargadas atravesar la mem¬ 
brana plasmatica sin interaccionar eon su interior hidrofóbico. 

canal [ónic©, canal regulado por ligando, 
canal regulado por voltaje, tecnica de 
patch-cłamp, ecuación de Nernst, 
potencial de acción 

Canaies iónicos: Los canales iónicos median el transito rapido de iones 
seleccionados a traves de la membrana plasmatica. Estan especialmente 
bien caracterizados en las celulas nerviosas y musculares, donde son fos 
responsables de la transmisión de seńales elśctricas. 

transporte activo, bomba iónica* bomba 
de Na ł - K ł , ATPasa Na" - K" T 
transportador ABC 

Transporte activo dirigido por hidrólisis de ATP: La energia derivada de 
la hidrólisis del ATP puede dirlgir el transporte de moieculas en contra de su 
gradiente e1ectroquimico. 

simporte. uniporte, antiporte 

Transporte activo dirigido por gradientes iónicos: Los gradientes iónicos 
se emplean freeuentemente como una fuente de energia para conducir el 
transporte activo de otras moieculas. 

endocitosis, fagocilosis, pinocitosis, 
f ag oso ma, f a g o 1 isoso ma 

ENDOCITOSIS 

Fagocitosis: Las celulas ingieren partfculas grandes, como bacterias y de- 
sechos celulares, por fagocitosis. 

endocitosis mediada por receptor 
depresión revestida de clatrina, yesicula 
revestida de clatrina, ligando, 
lipoproterna de baja densidad (LOL), 
endocitosis en fasę fluida, caveolas, 
macropinocitasis 

Endocitosis mediada por receptor : La forma mejor conocida de endocito¬ 
sis es la endocitosis mediada por receptor, que proporciona un mecanismo 
para la entrada selectiva de macromoleculas espedficas. 

endosoma, reguladon a partir de los 
receptores, transcitosis 

Trafico de protefnas en la endocitosis: Las moieculas recogidas por en¬ 
docitosis son transportadas a los endosomas, donde se clasifican para ser 
recicladas a la membrana plasmatica o para ser degradadas en los fisoso- 
mas. 

peptidoglicano 

PAREDES CELULARES Y MATRIZ EKTRACELULAR 

Paredes cefulares bacterianas: El principal componente de las paredes 
celulares bacterianas es un peptidoglicano constituido por cadenas de poli¬ 
sacaridos unidas transversalmente mediante peptidos cortos. 

quitina, celulosa* microfibrilla de 
celulosa* bemicetulosa, pectina, pared 
celular primaria, pared celular 
sec Lindan a, lignina, presión de 
turgencta, auxrna, celulosa sintetasa 

Paredes celulares vegetaies: Las paredes celulares de los hongos, algas, 
y plantas superiores se componen de polisacaridos fibrosos (p. ej., celulosa) 
embebidos en una matriz gelatinosa de polisacaridos y proteinas. Sus pare¬ 
des celulares rigidas permiten a las celulas vegetales expandirse rapida- 
mente por ia entrada de agua. 
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Matriz extracelular: Las cetulas animałeś en los tejidos se rodean de una 
matriz extracelular constituida por protemas secretadas y polisacaridos. Los 
receptores de la superficie celularse unen a la matriz extracelufar y anclan e! 
dtoesgueleto en las uniones celula-matriz. 


INTERACCIONES CELULA-CELULA 

Protefnas de adhesión cełutar: Las interacciones selectivas intercelulares 
estan mediadas por cuatro grupos principales de protefnas de adhesión ce- 
lular: selectinas, integrrnas, miembros de la superfamilia de las inmunoglo- 
bulinas, y cadherinas. Las eadherinas unen los citoesqueletos de las celulas 
adyacentes en las uniones celula-celula estables, 

Uniones estrechas: Las uniones estrechas impiden el librę transito de las 
moleculas entre las celulas epiteliales, y separan los dominios apical y baso- 
iateral de la membrana plasmatica. 

Uniones de tipo gap: Las uniones de lipo gap son canales ablertos que 
conectan los citoplasmas de las celulas adyacentes, 

Adhesión de fas celulas vegetales y płasmodesmos: Las celulas vegeta- 
les adyacentes se unen a traves de conexiones citoplasmaticas denomina- 
das płasmodesmos. 


matriz extraceluiar. lamina basal, 
colageno, fibnlla de colageno, 
procolageno. fibra elastica, elastma, 
glicosaminoglicano (GAG), 
proteoglicano, fibronectina, laminina. 
entactina, nidógeno, integrina, adhesión 
focal, hemidesmosoma 


molecula de adhesión celular, seleetina, 
integrina, superfamilia de las 
inmunoglobulinas (Ig), cadherina, 
interacción helerofilica, interección 
homofilica, uniones adherentes, 
desmosoma 

unión estrecha, complejo de unión 


unión de tipo gap. conexina 


lamina media, plasmodesroo 


Preguntas 

1. Explica cómo el colesteroi puede ex- 
tender el rango de temperatura en el que 
puede funcionar una bicapa de membrana. 

2. ^Córno puede distinguirse experb 
mentalmente entre proteinas perifericas 
de membrana y las proteinas integrales de 
membrana? 

3. iCuales senan las eon sec u enc i as 
de incorporar las porinas a la membrana 
plasmatica en lugar de a la membrana 
externa de las bacterias? 

4. ^Cómo apoyaron los expenmentos 
de fusión celular de Frye y Edidin el mo- 
deio del mosaico fluido para la estructura 
de la membrana? ^Que resultados hu- 
bieran obtenido si hubiesen ineubado ce¬ 
lulas fusionadas a 2 °C? 

5. ^Cuales son dos de las principales 
funciones del glicoc£!ix? 

6. La concentración de K“ es casi 20 
veces superior en el interior de los axo- 


nes de calamar que en los fluidos extra- 
celulares, generando un potencial de 
equilibrio de membrana de -75 mV. 
^Cual seria el potencial de equilibrio de 
membrana esperado si la concentración 
de K + fuera solamente 10 veces mayor 
dentro que fuera de la celula? ^Por que 
el potencial de reposo habitual de la 
membrana (-60 mV) es diferente del po¬ 
tencial de equilibrio del K , de -75 mV? 

7. Una función importante de la bomba 
de Na ł - K + en las celulas animales es 
mantener el equilibrio osmótico. ^Por 
que esto no es necesario en las celulas 
vegetales? 

8. ^Gue información hemos obtenido a 
partir de estudios sobre celulas de ninos 
eon hipercolesterolemia familiar sobre 
los mecanismos de endocitosis mediada 
por receptores? 

9. <r,En que difieren las paredes celula- 


res y membranas adyacentes entre bac- 
terias Gram-positivas y Gram-negativas? 

10. Tras la exposición a un carcinógeno 
mutagenico. una celula epitetial pierde su 
unión a las celulas epiteliales veeinas r se 
divide y pasa a formar un cancer. ^Gue 
gen puede haber mutado para causar 
esta perdida de adhesión a las celulas 
vecinas? 

11. ^Cual es la importancia de dirigir 
selectivamente los diferentes iransporta- 
dores de glucosa a los dominios apical y 
basolateral de la membrana plasmatica 
de las celulas epiteliales intestinales? 
^Cual es el papei de las uniones eśtre- 
ch as en este proceso? 

12. ^En que se parecen las uniones de 
tipo gap y los płasmodesmos? ^Es pro- 
babie que sean estructuras analogas u 
homólogas entre fos anlmales y ios vege- 
taies? 
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T odas las celulas reciben seńales desde su medio y responden a estas 
seńales. Incluso la bacteria mas sencilla capta y se desplaza hacia con- 
centraciones e!evadas de nutnenies, como la glucosa o los aminoacidos. 
Muchos eucariotas unicelulares tambien responden a moleculas seńalizadoras 
secretadas por otras celulas, permitiendo, de este modo, la comunicación celu- 
la-celuia. Por ejemplo T el apareamiento entre celulas de levadura se seńaliza 
medianie peptidos que son secretados por una celula y se unen a receptores en 
la superficie de la otrą. Sin embargo, es en los organismos pluricelulares donde 
la comunicación celula-celula alcanza su grado mas elevado de complejidad. 
Mientras que las celulas procariotas y las de los organismos eucariotas unicelu¬ 
lares son, en gran medida, autónomas, el comportamiento de cada celula en las 
plantas y animales pluricelulares ha de ser regulado cuidadosamente para sa- 
tisfacer los requerimientos del organismo como un todo. Esto se consigue a 
traves de un amplio repertorio de moleculas seńalizadoras que> bien son secre¬ 
tadas, o bien se expresan en la superficie celular, las cuales se unen a recepto¬ 
res expresados en otras celulas, integrando y coordinando de esta manera las 
funeiones de las distintas celulas individuales que constituyen organismos tan 
complejos como el ser humano. 

La unión de la mayorfa de estas moleculas seńalizadoras a sus receptores 
provoca una cascada de reacciones intracelulares que son las que regulan, en 
gran medida, los diferentes aspectos del comportamiento celular, incluyendosu 
metabolismo, la motilidad, la proliferacjom su superwencia y la diferenciación. 
La comprensión de los mecanismos moleculares que constituyen estas vias de 
seńalización celular se ha convertido, por tanto, en un area prioritaria de irwesti- 
gación El interes en este campo es aun mayor por el hecho de que muchos 
tipos de cancer surgen debido a una alteración en las vias de seńalización celu¬ 
lar que controlan la profiferación y supervivencia de las celulas sanas. Por su 
parte, muchos de nuestros conocimientos acerca de los mecanismos de senali¬ 
zación celular proceden del estudio de celulas cancerosas, lo que supone un 
claro ejemplo de la fructifera relación entre la medicina y la investigactón basica 
en la biologia molecular y celular. 


Moleculas seńalizadoras y sus receptores 

Son muchos los diferentes tipos de moleculas que transmiten información entre 
las celulas de los organismos pluricelulares. Aunque todas ellas actuan como 
ligandos que se unen a receptores expresados por las celulas diana, existe una 
variabilidad considerable en la estructura y función de los distintos tipos de mo¬ 
leculas que actuan como transmisores de seńales. En cuanto a su estructura, el 
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rango de complejidad de las moleculas seńalizadoras utiJizadas por plantas y 
animales varia desde los gases sencillos hasta las proteinas. Algunas de estas 
moleculas transmiten las seńales a traves de largas distancias, mientras que 
otras actuan localmente transfiriendo la información entre celulas vecinas. Ade- 
mas, las moleculas seńalizadoras difieren en su modo de acción sobre las celu¬ 
las diana. Algunas de estas moleculas son capaces de atravesar la membrana 
plasmatica y se unen a receptores intracelulares en el citoplasma o en el nu- 
cleo, mientras que la mayoria se une a receptores que son expresados en la 
superficie de las celulas diana. En las secciones siguientes se trataran los pnn- 
cipales tipos de moleculas seńalizadoras y los receptores eon los que interac- 
cionan. Posteriormente, se abordaran los mecantsmos mediante los que los 
receptores celulares de superficie regulan el comportamiento celu lar. 

Tipos de seńalización cehda-cćhda 

La seńalización celular tiene lugar bien a traves de la interacción directa entre una 
celula y la celu la vecina, bien mediante la acc ión de moleculas seńalizadoras 
secretadas (Fig, 13.1). La seńalización mediante interacción directa celula-celula 
(o celula-matriz extracelular) desempeńa un papel critico en la regulación dei 
comportamiento de las celulas en los tejidos animales. Por ejemplo, las integrinas 
y cadhertnas (que fueron tratadas en el Capitulo anterior} funcionan no solo como 
moleculas de adhesión celular, sino tambien como moleculas seńalizadoras que 
regulan la proliferación y supervivencia celular en respuesta al contacto celula- 
celula o celula-matriz extracelutar. Ademas, las celulas expresan variedad de re¬ 
ceptores de superficie que interaccionan eon las moleculas seńalizadoras de su¬ 
perficie de las celulas vecinas. Este tipo de seńalización mediante interacción 
directa celula-celula desempeńa un papef fundamenta! en fa regulación de las 
multiples interacciones que tienen lugar entre los distintos tipos celulares durante 
el desarrollo embrionario, asi como en el mantenimiento de los tejidos adultos. 

Los diferentes tipos de seńalización mediante moleculas secretadas se sue- 
len dividir en tres grandes clases en función de la distancia recorrido por la 
molecula seńalizadora. En la seńalización endocrina, las moleculas seńaliza¬ 
doras (hormonas) son secretadas por celulas endocrinas especialtzadas y se 
transportan a traves de ta circulación, actuando sobre celulas diana localizadas 
en lugares alejados en el organismo. Un ejemplo clasico lo proporciona ta hor- 
mona esteroidea estrógeno i que es producida por el ovario y estimula el desa¬ 
rrollo y mantenimiento de! sistema reproductor femenino y de los caracteres 
sexuales secundarios. En los animales se producen mas de 50 hormonas dis- 
tintas por las glandulas endocrinas, entre las que se incluyen la pituitaria, tiroi- 
des, paratiroides, panereas, glandulas suprarrenales y gónadas, 

A diferencia de fas hormonas, algunas moleculas seńalizadoras actuan lo¬ 
calmente. afectando al comportamiento de las celulas próximas. En la seńali- 
zación paracrina, una molecula liberada por una celula actua sobre las celulas 
diana vecinas Un ejemplo lo proporciona la acción de los neurotransmisores 
que transportan la seńal entre celulas nerviosas en fa sinapsis. Por ultimo, algu¬ 
nas celulas responden frente a seńafes que producen alias mismas. Un ejemplo 
importante de esta seńalización autocrina es la respuesta de las celulas del 
sistema inmune de los vertebrados frente a antigenos extrańos. Algunos tipos de 
linfocitos T responden a la estimulación antigenica sintetizando un factor de creci- 


Figura 13 .7 

Tipos de seńalización celula-celula. La seńalización celular puede tener lugar bien 
mediante contacto directo celula-celula, o bien a traves de la acción de molśculas 
seńalizadoras secretadas. (A) En la seńalización endocrina, las hormonas se transpor¬ 
tan a traves del sistema circulatońo y actuan sobre celulas diana alejadas. (B) En la 
seńalización paracrina, fa molecula liberada por una celula actua localmente afectando a 
celulas diana próximas, (C) En la seńalización autocrina, la celula responde a una 
molecula seńal producida por ella misma. 
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miento que jnduce su propia proliferación* lo que supone, por tanto, el aumento del 
numero de linlocitos T eon capacidad de respuesta y la amplificación de la respues- 
ta inmune, Tambien merece la pena destacar que una seńalización autocrina anor- 
mal suele contribuir a I crecimiento incontrolado de las celulas cancerosas (vease 
Cap, 15). En este caso, la celula caneerosa produce un factor de crecimiento frente 
al que es susceptible, induciendo continuamente su proliferación incontrolada. 

Hormon as esteroideas j/ superfamilia de recept ores 
de es tero i des 

Como ya se ha comentado, todas las moleculas seńalizadoras actuan mediante 
la unión a receptores que son expresados por las celulas diana, En muchos 
casos, estos receptores se expresan en la superficie de la celula diana, pero 
otros receptores son proteinas intracelulares que se localizan en el citosol o en 
el nucleo. Estos receptores intracelulares interaccionan eon moleculas senaii- 
zadoras pequeńas e hidrofóbicas que son capaces de difundir a traves de la 
membrana plasmatica. Las hormonas esteroideas son e! tipico ejemplo de 
este tipo de moleculas seńalizadoras, entre las que tambien se incluyen la hor¬ 
mona tiroidea, la yitamina D 3 , y el acido retinoico (Fig. 13.2). 

Las hormonas esteroideas (que incluyen a la testosterona, estrógeno, proges¬ 
terona, los corticosteroides y la ecdisona) se sintetizan a partir del colesterol. La 
testosterona, estrógeno y progesterona son esteroides sexuales que son pro- 
ducidos por las gónadas. Los corticosteroides son producidos por la glandula 
suprarrenal. Estos incluyen a los głucocorticoides, que actuan sobre distintos 
tipos de celulas estimuiando la producción de glucosa, y los mineralocorticoi- 
des. que actuan sobre el rinón regulando el eguilibrio salino e hidrico. La ecdiso¬ 
na es una hormona de insectos que desempeha un papel fundamental en el 
desarrollo activando la metamorfosis de la larva a adulto Los brasinosteroides 



Testosterona 


OH 



Estradiol 

(un estrógeno) 



Progesterona 



AŁdosterona 

(un mineralooorticoide) 



Hormona tiroldea 



% ■ | ; rt jr 


H.C^CHa 

CH. CH, 

i a t 3 


fp' 


^ ''OH 


Acido retinoico 




Figura 13,2 

Estructura de las hormonas esteroi¬ 
deas, hormona tiroidea* vitamina D 3 y 
acido retinoico. Los esteroides incluyen 
a las hormonas sexua!es (testosterona, 
est róg e n o. y p ro g este ro na). g 1 u coco rtieoi- 
d es y minę rai oc o rt icoi des. 
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Figura 13.3 

Acción del estrogen o- El estrogen o di- 
fundę a traves de la membrana ptasmati- 
ca y se une a su receptor en el nucleo- En 
ausencia de la hormona, el receptor del 
estrógeno se encuentra unido a Hsp9G. 
La unión al estrógeno desplaza al Hsp90 
del receptor, y permtte la formación de ól- 
meros de receptor, los cuales se unen al 
ADN, se asoeian eon coactivadores que 
poseen actlvidad historia acetiltransferasa 
(HAT), y estirnulan Ja transcripción de sus 
genes diana. 
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son hormonas esteroidlcas especificas de plantas que controlan un cierto nu me- 
ro de procesos del desarrollo, incluyendo el crecimiento y diferenciación celular. 

Aunque la hormona tiroidea, la vitamina D 3 y el acido retinoico son estructu- 
rai y funcionalmente diferentes a los esteroides, comparten un mecanismo de 
acción comun en las celulas diana. La hormona tiroidea se sintetiza a partir de 
la tirosina en la glandula tiroidea; desempena un papel importante en el desarro- 
Ho y en la regulación del metabolismo. La vitamina D a reguła el metabolismo del 
calcio y el crecimiento del hueso, El acido retinoico y sus derivados (retinoi- 
des), sintetizados a partir de la vitamina A, juegan un papel importante en el 
desarrollo de los vertebrados, 

Debido a su caracter hidrofóbico, las hormonas esteroideas, la hormona ti- 
roldea, la vitamina D 3 y el acido retinoico son capaces de penetrar en la celula 
difundiendo a traves de la membrana plasmatica (Fig. 13.3). Una vez en el inte¬ 
rior celular T se unen a receptores intracetulares que son expresados por las 
celulas diana sensibles a hormonas. Estos receptores, que son miembros de 
una familia de protemas denominada superfamilia de fos receptores de este¬ 
roides, son factores de transcripción que contienen dominios similares implica- 
dos en la unión al ligando, en la unión al ADN y en la activación de la transcrip¬ 
ción. La unión al ligando reguła su función como activadores o represores de 
sus genes diana, por lo que las hormonas esteroideas y moieeulas relacionadas 
son reguladores directos de la expresión genica. 

La unión al ligando tiene efectos distintos segun los diferentes receptores. 
Algunos miembros de la superfamilia de los receptores de esteroides, como el 
receptor de estrógeno y el receptor de glucocorticoides, son incapaces de unirse 
al ADN en ausencia de la hormona. El receptor de estrógeno, por ejemplo, esta 
unido a chaperonas Hsp90 en ausencia de la hormona (Fig. 13.3). La unión del 
estrógeno induce un cambio conformacional en el receptor, desplazando a 
Hsp90 y dando lugar a la formación de dimeros de receptores que se unen a las 
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Figura 13,4 

Regulación genica mediada por el re¬ 
ceptor de la hormona tiroidea. El re¬ 
ceptor de la hormona tiroidea se une al 
ADN tanto en ausencia como en presen- 
cia de la hormona Sin embargo, la unión 
de la hormona cambia ta función del re¬ 
ceptor, de rep resor a activador de la trans¬ 
cripción de los genes diana. En ausencia 
de la hormona, el receptor se asocia eon 
correpresores que poseen actividad hi sło¬ 
na deacetllasa (HDAC). En presencta de 
la hormona, el receptor se asocia eon 
coactivadores que poseen actividad histo- 
n a aceti Itran sfe rasa ( H AT). 


secuencias reguladoras del ADN y activan la transcripción de los genes diana. En 
otros casos, el receptor se une al ADN tanto en presencia como en ausencia de la 
hormona, pero la unión de la hormona modifica la actividad del receptor como 
molecula reguladora de la transcripción. Por ejemplo, en ausencia de la hormona, 
el receptor de la hormona tiroidea esta asociado eon un complejo correpresor y 
reprime la transcripción de sus genes diana (Fig. 13,4), La unión de la hormona 
induce un cambio conformacional que resulta en la interacción del receptor eon 
coactivadores en lugar de correpresores, desencadenando la activación trans- 
cripciona! de los genes inducibles por la hormona tiroidea. 


Óxido nitrico 1 / monóxido de carbono 

El gas sencillo óxido nftrico (NO) es una molecula seńalizadora paracrina funda- 
mental en los sistemas nervioso, inmune y circulatorio. Al igual que las hormonas 
esteroideas, el NO es capaz de difundir directamente a traves de la membrana 
plasmatica de sus celulas diana. Sin embargo, el fundamento molecular de la 
acción del NO es diferente al de la acción de las hormonas esteroideas; en vez de 
unirse a un receptor que regule la transcripción, el NO altera la actividad de enzi- 
mas diana intracelulares. 

El óxido nitrico se sintetiza a partir del aminoacido arginina mediante la enzi- 
ma óxido nitrico sintasa (Fig. 13,5). Una vez sintetizado, el NO difunde fuera de la 
celula y puede actuar localmente afectando a celulas próximas. Su acción se 
restringe a estos efectos locales ya que e! NO es extremadamente inestable, 
eon una vida media de solo unos pocos segundos. Un ejemplo bien caracterizado 
de la acción del NO es la seńalización de ladilatación de los vasos sanguineos. El 
primer paso en este proceso es la liberación de neurotransmisores, como la ace- 
tilcolina, desde los terminales de las celulas netviosas a la pared de los vasos 
sanguineos. Estos neurotransmisores actuan sobre las celulas endoteliales esti- 
mulando la sintesis de NO. El NO difunde hasta las celulas vecinas del musculo 
liso donde reacciona eon el hierro unido al centro activo de la enzima guanilato 
ciclasa. Esto aumenta la actividad enzimatica, da lugar a la sintesis del segundo 
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Figura 13,5 

Smtesis del óxido nitrico. El enzŁma óxido nitrico 
sintasa (NOS) cataiiza la formación de óxldo nitrico a 
partir de arginina. 
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Estructura de neurotransmisores re- 
presentativos, Los neurotransmisores son 
moleculas hidrofilicas que se unen a re- 
ceptores celulares de superficie. 


Arginina Cilrulina 

mensajero GMP cielico (se hablara de el posteriormente en este Capitulo), el 
cual induce la relajación de las celulas musculares y la dilatación de los vasos 
sangulneos, Por ejempio, el NO es la seńal responsable de la dilatación de los 
vasos sangumeos que conduce a la erecclón del pene. Tambien es interesante 
destacar que e! uso medico de la nitroglicerina en el tratamiento de enfermeda- 
des cardiacas esta basado en su conversión a NG, el cual di lata los vasos san- 
guineos coronarios incrementando el flujo sanguineo a! corazón, 

Otro gas sencillo, el monóxido de carbono (CO) T tambien functona como una 
molecula seńalizadora en el sistema nervioso. El CO esta mtimamente relacio- 
nado eon el NO y parece que actua de igual manera como neurotransmisor que 
como mediador de ta vasodiiatación, La smtesis del CO en celulas cerebrales, 
al igual que la del NO, es estimulada por neurotransmisores. Asimismo. el CO 
estimula a la guanilato ciclasa, la cual parece ser la principal diana fisiológica de 
la seńalización medianie CO, 

Meu ro tran sin isores 

Los neurotransmisores llevan las seńales entre las neuronas o desde las neuro- 
nas a algun otro tipo de celula diana (como las celulas musculares). Son un grupo 
diverso de moleculas pequenas t hidrofilicas que incluye a la acetifcolina, dopamina, 
epinefrina (adrenalina), serotonina, histamina, glutamato, glicina, y acido .-amino 
butinco (GABA) (Fig. 13.6), La senal de liberación de los neurotransmisores es la 
llegada de un potencial de acción al terminal de la neurona (vease Fig. 12.22). Una 
vez liberados, los neurotransmisores difunden a traves del espado sinaptico y se 
unen a los receptores de superficie de la celula diana. Hay que destacar que algu- 
nos neurotransmisores tambien actuan como hormonas. Por ejemplo, la epinefrina 
funciona como un neurotransmisor y como una hormona producida por la glanduia 
suprarrenal para activar la hidrólisis del glucógeno en las celulas musculares, 
Debido a que los neurotransmisores son moleculas hidrofilicas, no son ca- 
paces de atravesar la membrana plasmatica de las celulas diana. Por ello T y a 
diferencia de las hormonas esteroideas y el NO o el CO, el mecanismo de ac- 
tuación de los neurotransmisores es medianie la unión a receptores celulares 
de superficie. Muchos receptores de neurotransmisores son canales iónicos re- 
gulados por ligando, como el receptor de acetilcolina, mencionado en el Capitu¬ 
lo anterior (vease Fig. 12,23). El neurotransmisorque se une a estos receptores 
induce un cambio conformacional tal que se abre el canal ionico, lo que permite 
una variación del flujo de iones en la celula diana. Otros receptores de neuro¬ 
transmisores estan acopiados a proteinas G —un grupo importante de molecu¬ 
las seńalizadoras (tratadas posteriormente en este Capitulo) que acoplan a los 
receptores de superficie celular a diversas respuestas intracelulares—. En ef 
caso de los receptores de neurotransmisores, las proteinas G asociadas actuan 
regulando indirectamente la aetividad de los canales iónicos. 

Hormonas pepit di cas y factores de crecimiento 

En los an imałeś, las moleculas seńalizadoras mas diversas son los peptidos, 
cuyo tam ano oscila entre solo unos pocos hasta mas de cień aminoacidos. Este 
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TABLA 13.1. Hormonas peptfdicas, neuropeptidos y factores 
de crecimiento representativos 


Molócula senat 

Tamano* 

Función b 

Hormonas peptidicas 

Insulina 

A = 21,8 = 30 

Regulación de la absorción de la glucosa: 
estimula la proliferación celular 

Glucagón 

29 

Estimula la sintesis de ia glucosa 

Hormona del crecimiento 

191 

Estimula el crecimiento 

Hormona estimulante del 

0 = 92, = 118 

Estimula el desarroilo de los oocitos y de 

foliciilo (FSH) 

los foliculos ovóricos 

Prolactina 

198 

Estimula la producción de leche 

Neuropeptidos y neurohormonas 


Sustancia P 

11 

Tran s m isión si napt i ca se nsori a i 

Oxitocina 

9 

Estimula la contracción del muscuto liso 

Vasopresma 

9 

Estimula la reabsorción de agua en el rinón 

Encefalinas 

5 

Analgesieas 

^“Endorfina 

31 

Analgesica 

Factores de crecimiento 

Factor de crecimiento 

118 

Supervivencia y diferenciación neuronal 

nervioso (NGF) 

Factor de crecimiento 

53 

Proliferación de muchos tipos celulares 

epidermico (EGF) 

Factor de crecimiento 

A = 125, B ^ 109 

Proliferación de fibrobiastos y de otros 

derivado de las 


tipos celulares 

piaquetas (POGF) 

lnterieuquina-2 

133 

Proliferación de linfocitos T 

Eritropoyetina 

166 

Desarroilo de globu los rojos 


a E'l tarnafio se expresa en numero arninoócidGs. Algunas hormonas y factores de crecimiento estan eonsti- 

tuidos por dos cadenas poi i peptfdicas diferentas. las cuaJes se designan A y B o i y 

b La mayoriade estas hormonas y laclores de crecimiento lienen otras funciones ademas de las arriba tndicadas. 


grupo de moleculas seńalizadoras incluye a las hormonas peptfdicas, neuropepti¬ 
dos, y un amplio espectro de factores de crecimiento polipeptidicos {Tabla 13.1). 
Ejemplos bien conocidos de hormonas peptfdicas son !a insulina, el glucagón 
y las hormonas producidas por la glandula pituitaria (hormona del crecimiento, 
hormona estimulante del foliculo, prolactina y otras}. 

Algunas neuronas secretan neuropeptidos en vez de Jas moleculas neuro- 
transmisoras de pequeho tamaho a las que nos referimos en la sección anterior. 
Algunos de estos peptidos, como las encefalinas y Jas endorfinas, funcionan 
no solo como neurotransmisores en la sinapsis sino tambien como neurohor- 
monas que actuan sobre celulas alejadas. Las encefalinas y las endorfinas se 
han estudiado ampliamente debido a su actividad como analgesicos naturales 
que disminuyen !a respuesta de dolor en el sistema nervioso central. Fueron 
descubiertas durante estudios acerca de la adicción a las drogas, y son com- 
puestos producidos por el propio organismo que se unen a los mismos recepto- 
res de superficie de las celulas cerebrales a los que se une la morfina, 

Los factores de crecimiento polipeptidicos incluyen una amplta gama de 
moleculas seńalizadoras que controlan el crecimiento y la diferenciación de las 
celulas animales. El primero de estos factores (el factor de crecimiento ner- 
vioso, o NGF) fue descubierto por Rita Levi-Montalcini en los anos 50 El NGF 
pertenece a una familia de polipeptidos (denominados neu rot rot i nas) que re- 
gulan el desarroilo y Ja supervivencia de las neuronas. Durante e! transcurso de 
experimentos eon el NGF, Stanley Cohen deseubrió casualmente un factor dife- 
rente {denominado factor de crecimiento epidermico, o EGF) que estimula la 
proliferación celular. El EGF, un poJipeptido de 53 aminoacidos (Fig. 13.7), se 
considera el prototipo de una amplia serie de factores de crecimiento que de- 
sempeńan un papel fundamental en el contro! de la proliferación celular, tanto 
durante e! desarroilo embrionario como en el organismo adulto. 
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Figura 13.7 

Estructura del factor de crecimiento 
epidermico (EGF). El EGF es una urtica 
cadena polipeptfdica constituida por 53 
aminoacidos, Se mdican los puentes di- 
sulfuro entre los residuos de cisteina. (A 
parlir de G. Carpenter y S. Cohen, 1979. 
Ann. Rev. Blochem. 48:193.) 



Un buen ejemplo de la acción de los factores de crecimiento lo proporciona 
la actividad del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) en 
la cicatrización de las heridas. El PDGF se almacena en las plaąuetas y se 
libera durante la eoagulación sangumea en el lugar de la herida. Entonces, esti- 
mula la proliferación de fibroblastos en la proximidad del coagulo, lo que confrF 
boye a la regeneración del tejido dariado. Los miembros de otro gran grupo de 
factores de crecimiento polipeptfdicos (denominados citoquinas) regulan el de- 
sarrollo y la diferenciación de las celulas sangumeas y controlan la actividad de 
los linfocitos durante la respuesla inmune. Otros factores de crecimiento poli- 
peptidicos (factores de crecimiento anclados a la membrana) permanecen 
asociados a la membrana plasmatica en vez de ser secretados al fluido extrace- 
lular; por tanto, actuan especificamente como moleculas sehalizadoras en las 
interacciones directas celula-cetula. 

Las hormonas peptidicas T los neuropeptidos y los factores de crecimiento no 
pueden atravesar la membrana plasmatica de las celulas diana, por lo que ac¬ 
tuan mediante la unión a receptores de superficie celulares, lo que se tratara 
posteriormente en esfe Gapitulo, Tal y como cabrta esperar del papel crucial 
que desempeńan los factores de crecimiento polipeptidicos en el control de la 
proliferación celular, las alteraciones en la seńalización mediada por factores de 
crecimiento son la fuente de multitud de enfermedades, induyendo muchos ti- 
pos de cancer. Por ejemplo r la expresión alterada de un receptor relacionado 
eon el receptor del EGF es un factor importante para el desarrollo del cancer de 
ovario y de pul mon en el hombre, 

Eicosanoides 

Muchos tipos de lipidos sirven como moleculas sehalizadoras que, a diferencia 
de fas hormonas esteroideas, actuan mediante la unión a receptores de superfi¬ 
cie celular, Los mas importantes de este tipo de moleculas son los miembros de 
una clase de lipidos denominados eicosanoides, que incluyen a las prosta- 
glandinas, la prostaciclina, los tromboxanos y los ieucotnenos (Fig, 13.8). 
Los eicosanoides se hidrolizan rapidamente, por lo que actuan localmente en 
vias de seńalización autocrinas o paracrinas. Estimulan una gran diversidad de 
respuestas en las celulas diana, como por ejemplo fa agregación plaquetaria, la 
inflamación y la contracción del musculo liso. 

Todos los eicosanoides se sintetizan a parlir del acido araquidónico r que se 
forma a partir de los fosfolipidos, El primer paso en la vfa que conduce a la 
sintesis tanto de prostaglandinas como de tromboxanos es la transformación 
del acido araquidónico en ta prostaglandina H 2 . Es de destacar que la enzima 
que cataliza esta reacción (la ciclooxigenasa) es la diana de la aspińna y de 
otros medicamentos antiinflamatorios no esteroideos. Mediante la inhibición de 
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Sintesis y estructura de los eicosanoi- 
des. Los eicosanoides incluyen a las pros- 
tagtandinas, la prostaciclina, los tromboxa- 
nos y los leucotrienos. Son sintetizados a 
partir del acido a raq u i donico, el cual se for¬ 
ma a partir de 3a hidrólisis de fosfolipidos 
cała li zada por la fosfolipasa A 2 (PLA.,), El 
acido araguidónico puede, a partir de 
aqui 1 seguir dos caminos metabólicos aL 
ternativos: una via lieva a la sfntesis de 
las prostaglandinas, la prostaciclina y Jos 
tromboxanos 1 mientras que la otrą condu- 
ce a la sintesis de los leucotrienos. 


la sintesis de las prostaglandinas, ia aspirina reduce la inflamación y el dolor. 
Wlediante la inhibición de ta sfntesis de los tromboxanos, la aspirina reduce la 
agregación plaąuetaria y la coagulación. Debido a esta acción, se suelen rece- 
tar pequenas dosis diarias de aspirina para prevenir los accidentes cerebrovas- 
culares. Ademas, se ha deseubierto que la aspirina y los antiinflamatorios no 
esteroideos disminuyen la frecuencia del cancer de colon tanto en modelos ani- 
males como en humanos, lo que se debe, aparentemente, a la inhibición de la 
sintesis de prostaglandinas que estimulan la proliferación celular y promueven 
el desarrollo del cancer. 

Hormonas vegetales 

El crecimiento y el desarrollo de las plantas esta regulado por un grupo de moie- 
culas pequeńas denominadas hormonas vegetales. Los niveles de estas mo- 
leculas en la planta se modifican de manera caracterlstica por factores ambienta- 
les, como la luz o una infección, de tal manera que asf se coordina la respuesta 
de los tejidos en distintas partes de la planta a las senales ambientales. 

Las hormonas vegetales se suelen dividir en cinco clases principales: auxi- 
nas, giberelinas, citoquininas, acido abscisico y etileno (Fig. 13.9), aunque 
recientemente se han deseubierto otras hormonas vegetales adicionales. La 
primera hormona wegetal que se identificó fue la auxina, y los experimentos que 
condujeron a su deseubrimiento los realizó Charles Darwin en los ańos 80 del 
sigto XIX, Uno de los efectos de las auxinas es inducir la elongación de la celula 
vegetal mediante el debilitamiento de la pared celular (vease Fig. 12.49). Ade¬ 
mas, tas auxinas regulan otros muchos aspectos del desarrollo de la planta, 
incluyendoladivisión celular y la diferenciación. Igualmente, las otras hormonas 
vegetales tienen diversos efectos sobre sus tejidos diana, que incluyen la elon- 















550 • Sección IV * Regulación celular 


Figura 13,9 

Estructura de Jas hormonas vegetales. 



gación deJ talio (giberelinas), la maduración del truto (etileno), la división celular 
(citoguininas) y la inhibición de la germinación (acido abscisico). 

Las Was de seńalizactón activadas por estas hormonas en plantas emplean 
una variedad de mecanismos que se conservan en las celuias animales, ade- 
mas de un numero de elementos que son exclusivos de plantas. Por ejemplo, 
un via bien estudiada, que se descubrió medianie el analisis genetico de Arabi- 
dopsis thaiiana, seńaliza la respuesta de las celuias de la planta al etileno. Ele¬ 
mentos de esta via incluyen un receptor de etileno en la superficie de la planta, 
una proteina guinasa relacionada eon las proteinas quinasas Raf de las celuias 
animales, y un nuevo factor de transcripción que reguła la expresión de genes 
de respuesta al etileno. 

Funciones de los recepiores de la superficie celular 

Como ya se ha visto, la mayoria de los ligandos responsables de la sehalización 
celuia-celula (incluidos los neurotransmisores, las hormonas peptidicas y los fac- 
tores de crecimiento) se unen a recepto res de la superficie de las celuias diana. 
Por lo tanto, un reto fundamenta! en la comprensión de la sehaiización celuia- 
celula es desenmascarar los mecanismos mediante los que los receptores celu- 
lares de superficie transmiten las sehales iniciadas por la unión del ligando 
Como ya se describió en el Capitulo 12, algunos receptores de los neurotrans- 
misores son canales ionicos regulados por ligando que controlan de manera 
directa el flujo de iones a traves de la membrana plasmatica. En cambio, otros 
receptores de superficie, entre los que se eneuentran los receptores de las hor¬ 
monas peptidicas y los de los factores de crecimiento, actuan regufando la acti- 
vidad de proteinas intracelulares. Estas proteinas, a su vez, transmiten las seha¬ 
les desde el receptor a un conjunto de dianas intracelulares adicionales, que 
suelen ser freeuentemente factores de transcripción. Asf, la unión a un receptor 
en la superficie de la cel ula genera una cascada de reacciones intracelulares, que 
acaban aicanzando al nucleo celular y que dan lugar a alteraciones programadas 
de la expresión genica. Aqui se trataran las funciones de las principales clases de 
receptores de superficie, mientras que en la siguiente sección de este capitulo 
se trataran las rutas de senalización intracefular a partir de los receptores. 
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Figura 13.10 

Estructura de un receptor asociado a proteina G, Los receptores asociados a las pro¬ 
teinas G se caracterizan por toner siete helices i trans membrana. 


Reccptores asociados a proteinas C 

La familia mas numerosa de receptores de la superficie celuiar transmite las 
seńales af interior de la celula a traves de proteinas que unen nucleótidos de 
guanina, denominadas proteinas G. Se han iderttificado mas de mil de estos 
receptores asociados a proteinas G, entre los que se incluyen los receptores 
de muchos neurotransmisores, de neuropeptidos y de hormonas peptfdicas, 
Ademas, ia familia de los receptores asociados a proteinas G incluye gran ni> 
mero de receptores responsables de las funciones del olfato, vista y gusto. 

Los receptores asociados a proteinas G son un grupo de proteinas relaciona- 
das estructural y funcionalmente, caracterizadas por tener siete helices a trans- 
membrana (Fig. 13,10), La unión del ligando al dominio extracelular de estos 
receptores induce un cambio conformacionaf que permite al dominio citosólico del 
receptor unirse a una proteina G unida a la cara interna de la membrana plasmati- 
ca. Esta interacción activa a la proteina G. la cual se disocia del receptor y transmi¬ 
te la senal a una diana intracelular, que puede ser una enzima o un canal iónico, 

El descubrimiento de las proteinas G se produjo a partir del estudio de hormo¬ 
nas (como la epinefrina) que regulan ta sintesis del AMR cielico (AMPc) en las 
celu las diana. Como se comentara poster iormente en este capftulo, el AMPc es 
un segundo mensajero importante que actua como mediador de la respuesta 
celuiar a diversas hormonas. En los ahos 70, Martin Rodbell y col. realizaron el 
descubrimiento dave de que el GTP es necesario para la estimulación hormonal 
de la adenilato ciclasa (la enzima responsable de la formación de AMPc). Esto 
condujo a su vez r al descubrimiento de que una proteina que une nucleótidos de 
guanina (denominada proteina G) era un intermediario de la activación de la ade¬ 
nilato ciclasa (Fig. 13.11). Desde entonces, se ha encontrado un vasto conjunto 
de proteinas G que actuan a modo de interruptores fisiológicos, regulando la acti- 
vidad de diversas dianas intracelulares en respuesta a sehales extraceiulares. 

Las proteinas G estan constituidas por tres subunidades, designadas y. f ji y y 
(Fig. 13,12). Frecuentemente se les denomina proteinas G heterotrimencas 
para distinguirias de otras proteinas que unen nucleótidos de guanina, como la 
proteina Ras, a la que nos referiremos mas adelante. La subunidad * se une a 
los nucleótidos de guanina, que regulan la actividad de la proteina G, En el 
estado inactivo, a se une al GDP formando un compfejo eon ji y y. La unión de la 
hormona induce un cambio conformadonal tal en el receptor que e! dominio 
citosólico de este interacciona eon ia proteina G estimulando la liberación del 
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Figura 13.11 

Activación hormonal de la adenilato ci¬ 
clasa. La unión de la hormona induce la 
interacción del receptor eon la proteina G, 
Entonces, ia subunidad a activada de la 
proteina G se disocia def receptor y esti- 
m u la a la adenilato ciclasa, que cataliza la 
conversión del ATP a AMPc. 
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La actividad de la subunidad a finaliza 
mediante la hidrólisis del GTP unido 
a ella, y la subunidad ot inactiva unida 
al GDP se reasocia eon el complejo ffy 



En el estado inactivo. 
la subunidad ot se une 
al GDP constituyendo 
un complejo eon (1 y y. 




La subunidad a unida al 
GTP y ei complejo py 
activados se disocian del 
receptor e interaccionan 
eon sus dianas respectwas. 


Protem as diana 


^ Hormona 



(estado inactivo) 


La unión de la hormona induce la interacción 
del receptor eon la proteina G, estimufando la 
liberación del GDP y el intercambio eon el GTP. 


Figura 13.12 

Regulación de las proteinas G. 


GDP y su intercambio por GTP. La subunidad a unida af GTP. ahora activada, 
se disocia de /i y y, que permanecen unidas constituyendo un complejo /fj\ Tan¬ 
io la subunidad ot unida al GTP acfiva como el complejo fty, interaccionan eon 
sus dianas para dar lugar a una respuesta intracelular. La subunidad y se inacti- 
va por la hidrólisis del GTP unido a ella, de tal manera que la subunidad i inacti- 
va (ahora unida al GDP) se reasocia eon el complejo fiy f quedando asi listo para 
el comienzo de un nuevo ciclo 

El genoma de los mamiferos codifica, al menos, 20 subunidades y diferen- 
tes, 6 subunidades j$ y 11 subunidades Proteinas G distintas se asocian eon 
receptores distintos, de tal manera que esta panopiiade proteinas G acopla los 
receptores a diferentes dianas intracelulares, Por ejemplo, la proteina G asocia- 
da al receptor de la epinefrina se denomina G s porque su subunidad a estimula 
a la adenilato ciclasa (vease Fig. 13.11). Las subunidades y y jly de otras protei- 
nas G actuan, sin embargo, inhibiendo a la adenilato ciclasa o regulando la 
activldad de otras enzimas diana. 

Ademas de regular enzimas diana, tanto la subunidad y. como las \V; de a!gu~ 
nas proteinas G regulan directamente canales iónieos, Un buen ejemplo lo pro- 
porciona el efecto del neurotransmisor acetilcolina en el musculo cardiaco, que 
es diferente al ejercido en los nervios o en el musculo esgueletico. El receptor 
de la acetilcolina en las celulas nerviosas o del musculo esqueletico es un canal 
iónico regulado por ligando (vśase Fig. 12.23). Las celulas del musculo cardia¬ 
co tienen un receptor de acetilcolina diferente, asociado a proteina G. Esta pro¬ 
teina G se denomina G porque su subunidad a /'nhibe a la adenilato ciclasa. 
Ademas, las subunidades ji y y de G l actuan directamente sobre los canales de 
K* de la membrana plasmatica causando su apertura, dando como resultado 
una contracción mas lenta del musculo cardiaco. 
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Receptores protetna-tirosina quinasa 

A diferencia de fos receptores asociados a proteinas G, otros receptores de la 
superficie celuiar se encuentran directamente acoplados a enzimas intracelula- 
res. La familia mas grandę de estos receptores acoplados a enzimas son los 
receptores proteina-tirosina quinasas, los cuales fosforilan las proteinas sus- 
trato en los residuos de tirosina. Esta familia incluye a Jos receptores para la 
mayoria de los factores de crecimiento poiipeptidicos, por lo que la fosforilación 
de las tirosinas de las proteinas han sido estudiadas fundamentalmente como un 
mecanismo de seńalizadón im/olucrado en el control del crecimiento y de la dife- 
renciación de las celulas animaies. Asi, ia primera proteina-tirosina quinasa fue 
descubierta en 1980 por Tony Huntery Bartholomew Sefton al estudiar las protef- 
nas oncogenicas de los virus causantes de tumores en animaies, concretamente 
el virus del sarcoma de Rous. Igualmente, Stanley Cohen y col. encontraron que 
el receptor del EGF actuaba como una proteina-tirosina quinasa, estableciendo asf 
que la fosfonlación de las tirosinas de la proteina era un mecanismo de seńaliza¬ 
ción esencial en la respuesta celuiar a la estimulación por factores de crecimiento. 

El genoma codifica 58 receptores proteina-tirosina quinasas, incluyendo los 
receptores para el EGF. NGF, PDGF, !a insulina y muchos otros factores de 
crecimiento. Estos receptores comparten una estructura cormun: un dominio N- 
terminal extracelu!ar de unión al ligando, una unica helice a transmembrana, y 
un dominio citosólico C- terminal eon actiyidad proteina-tirosina quinasa (Fig. 
13.13). La mayoria de los receptores proteina-tirosina quina$as estan constitui- 
dos por un unico polipeptido, pero el receptor de la insulina y otros receptores 
relacionados son dimeros constituidos por dos pares de cadenas polipeptidi- 
cas. La unión del ligando(p. ej., un factorde crecimiento) al dominio extracelular 
de estos receptores activa el dominio quinasa citosólico, dando lugar a la fosfo¬ 
rilación del propio receptory de las proteinas diana intracelulares, que propa- 
gan la seńal iniciada por la unión del factor de crecimiento. 

El primer paso del proceso de senalizacion en la mayoria de los receptores 
proteina-tirosina puinasas es la dimerización del receptor inducida por ligando 
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Figura 13.13 

Organización de los receptores protei¬ 
na-tirosina quinasas. Gada receptor es¬ 
ta constituido por un dominio N-terminal 
extracelular de unión al ligando, una unica 
helice % transmembrana y un domino cito¬ 
sólico C-terminal eon actividad protema-th 
rosi na quinasa. Se muestra la estructura 
de tres subfamilias distintas de receptores 
proteina-tirosina quinasas. Tanto el re¬ 
ceptor del EGF como el receptor de la in¬ 
sulina tienen dominios extraeelulares ri- 
cos en cistę ma, mientras que el receptor 
del PDGF tiene dominios semejantes a los 
de las inmunoglobulinas (Ig). Del receptor 
del PDGF, merece la pena seńal ar que su 
dominio quinasa esta interrumpido por un 
insert o de unos cień aminoacidos que no 
estan relacionados eon los aminoacidos 
habitualmente encontrados en los domi¬ 
nios cataliticos de las proteina-tirosina qu<- 
nasas. La peculiaridad del receptor de in¬ 
sulina es que es un dimero constituido por 
dos pares de cadenas polipeptidicas (de- 
n o m in ad as a y /?). 
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Experimento clave 


Protema-tirosina guinasa Src 


El producto genico transformante del virus del sarcoma de Rous fosforHa 
a la tirosina 

Tony Hunter y Bartholomew Sefton 
The Salk Institute, San Diego, CA 

Proceedings ofthe National Academy of Science, USA w 1980, VoL 77, pśgs. 1311-1315 


Contexto 

Tras ser aislado en 1911, el virus 
del sarcoma de Rous (RSV) fue el 
primer virus al que se consideró 
como causante de tu mores en 
animales (vease el cuadro 
Medicina Molecular en el Cap. 1), 
Varias de sus caraciensticas 
hicieron de el un modela 
interesante para estudiar el 
desarrollo del cancer. En 
partieular, el pequeńo tamano del 
genoma def RSV ofrecra la 
esperanta de poder identificar 
aquellos genes responsables de 
inducir la proliferación anormal 
caracie nstica de las cel u fas 
cancerosas. Este objetivo se 
alcanzó en los ańos 70 cuando se 
estableció que se requiere un 
unico gen del RSV (al que se le 
denominó src de sarcoma) para la 
inducción de tumores. De igual 
importancia fue el descubrimiento 
de un gen mtimamente 
relacionado eon src en la dotación 
genica normal de varios 
vertebrados, entre ellos el hombre. 
Puesto que la proteina vira! Src era 
la causante de la proliferación 
incontrolada de las celulas 
cancerosas, la comprensión del 
funcionam lento de Src permitina 
vislumbrar las bases molecułares 
tanio de la inducción del cancer 
como de la regulación de la 
proliferación en las celulas sanas. 
En 1977, Ray Ertkson y col. 
identificaron la proteina Src 
medianie inmunopredpitaeión 
(vease Fig. 3.32} eon antisuero de 
animales afectados por tumores 
inducidos por el RSV. A partir de 
aquf, se deseubrió que la 
incubación de inmunopredpitados 
de Src eon ATP radiactivo daba 
como resultado la fosforilación de 


las moleculas de inmunoglobulina. 
Por tanto, la proteina Src parecia 
ser una proteina quinasa, lo que 
relacionaba la fosforilación de 
proteinas eon el control de la 
proliferación ceiular. 

Todas las proteina quinasas 
estudiadas anteriormente 
fosforilaban residuos de serina o 
treonina, los cuales eran los unicos 
fosfoaminoacidos detectados en 
las cólulas animales. Sin embargo, 
Walter Eckhardt y Tony Hunter 
habian observado en 1979 que la 
proteina oncogenica de otro virus 
tumoral animal (et poliomavirus) 
era fosforilada en un residuo de 
tirosina. Asi, Huntery Sefton 
comprobaron la posibifidad de que 
Src fosforilara restos de tirosina en 
vez de restos de treonina o de 
serina en sus proteinas sustrato. 
Sus experimentos demostraron 
que Src actua eon función 
proteina-tirosina guinasa —una 
actMdad que actualmente se 
considera que desempeha un 
papel fundamental en las vias de 
sertaHzación ceiular. 

Experimentos 

Hunter y Sefton identificaron el 
aminoacido fosforilado por Src 
mediante la incubación de 
inmunoprecipitados de Src eon 
ATP marcado eon 32 P. El 
aminoacido que fuera fosforilado 
en la proteina sustrato (en este 
caso la inmunoglobulina) quedaria 
marcado eon radiactividad. La 
inmunoglobulina fue purificada e 
hidrolizada para dar lugar a los 
aminoacidos individuaies, los 
cuales se analizaron medianie 
cromatografia y electroforesis 
obteniendose la separación de la 
fosfotirosina, la fosfotreonina y la 


fosfoserina (vease Figura). El 
aminoacido radiactivo detectado 
en estos experimentos fue la 
fosfotirosina, lo que indicaba que 
Src fosfor i laba especificamente 
residuos de tirosina. 

Experimentos posteriores mostraron 
que la proteina Src de las celulas sanas, 
al igual que Src de origen viral. tambien 
actuaba como una proteina-tirosina 
quinasa en ensayos de 
inmunopredpitaeión. Ademas, Huntery 
Sefton ampliaron estos experimentos in 
vitro demostrando la presencia de 
fosfotirosina en proteinas extraidas de 
celulas enteras. En las celulas sanas, la 
fosfotirosina solo era el 0,03% de los 
fosfoaminoacidos totales (el resto eran 
fosfoserina y fosfotreonina), lo que 
explicaba por quś no babia sido 
detectada. Sin embargo, la fosfotirosina 
era aproximadamente diez veces mas 
abundante en las celulas que habian 
sido infectadas eon el RSV, lo gue 
sugeria que ia mayor actmdad 
protema-tirosina guinasa de Ja proteina 
viral Src era la responsable de la 
inducción de la proliferación ceiular 
anormal. 


Tyr(P) 

X Thr : p ! 

^Ser(P) 


Identificación de fosfotirosina en 
inmunoglobuJinas fosforiladas por Src Un 
inmunoprecrpitado que eon te ma Src procedenłe 
del RSV se ineubó eon [ 12 P]~ATP, La 
inmunogfobulina se purificó y se hidrolizó. Los 
aminoacidos del hidrolizado se separaron 
mediante electroforesis y cromatografia en una 
płaca de celulosa de capa fina. La posfción de los 
aminoacidos marcados eon a2 P se determinó 
mediante la exposicion de la płaca a una pelicula 
de rayos X. Las fineas disconiinuas indtean las 
posicionesde los fosfoaminoacidos no marcados 
que se incluyeron como marcadores. Cabe 
destacar que el aminoścido Principal marcado 
eon 32 P es fosfotirosina. 
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Protefna-tirosina ąuinasa Src (continuación) 


Impacto 

El descubrimiento de que Src era 
una proteina-tirosina ąuinasa, 
supuso la identificación de una 
nueva actividad proteina ąuinasa y 
que esta estaba relacionada eon el 
control de la proliferación celular A 
los resultados de Hunter y Sefton 
siguieron otros que demostraban 
que muchas otras p rotę (nas 
tumorales de virus tambien 
actuaban como proteina-tirosina 
quinasas, lo que supuso la 
generalización del v(nculo entre la 
fosforilación de las 
proteina-tirosinas y la proliferación 
anormal de las celulas cancerosas. 
Mas aun, Stanley Cohen y col. 
encontraron que el receptor del 
EGF es una proteina-tirosina 
ąuinasa, lo que implicaba 


directamente a la fosforilación de 
proteina-tirosinas en el control de la 
proliferación de celulas normales. 
Estudios posteriores han 
identificado numerosos 
receptores proteina-tirosina 
ąufnasas y proteina-tirosina 
ąuinasas no receptoras que 
intervienen en multitud de 
vias de seńalización celular, 

Asi, la investigación acerca 
del mecanismo por el que un 
virus provocaba cancer en 
poi los dio lugar ai 
descubrimiento de una 
actividad enzimatica 
desconocida hasta ese memento, la 
cual desempeńa un papel central en 
las vias de seńalización que regulan 
el crecimiento y la diferenciación de 
las celulas animales. 



Bartholomew Sefton 


(Fig. 13.14). Algunos factores de crecimiento, como ei PDGF o el NGF. son 
dimeros constituidos por dos cadenas polipeptidicas identicas; estos factores 
de crecimiento inducen la polimerización a traves de la unión simultanea a dos 
moleculas diferentes de receptor. Otros factores de crecimiento (como el EGF) 
son monómeros pero desencadenan la dimerización de receptores como resul- 
tado de la inducción de cambios conformacionales que facilitan las interaccio- 
nes proteina-protelna entre los pofipeptidos de los receptores 

La dimerización inducida por ligando conduce a la autofosforilación del 
receptor ya que las cadenas polipeptidicas del dimero se fosforilan la una a la 
otrą de manera cruzada (vease Fig. 13.14). La autofosforilación desempeńa 
dos papelesfundamentales en la seńalización a traves de estos receptores. En 
primer !ugar t la fosforilación de los residuos de tirosma del dominio catalitico es 
un mecanismo de regulación ya que inerementa la actmdad proteina quinasa 
del receptor. En segundo lugar, la fosforilación de fos residuos de tirosina que 
no pertenecen al dominio catalitico supone la generación de sitios de unión 


Figura 13.14 

Dimerización y autofosforilación de los 
receptores proteina-tirosina ąuinasas. 

La unión del factor de crecimiento induce 
la dimerización del receptor, lo que da lu¬ 
gar a la autofosforilación del mismo ya 
que las dos cadenas polipeptidicas se fos¬ 
forilan mutuamente. 


N 


N 



Membrana 
plasmatica 


Dimerización del receptor 

N N 



Autofosfoniación 

M N 



C C 




















556 • Sección IV * Regulactón celular 


Figura 13.15 

Asociación de moleculas seńal intrace- 
lutares eon los receptores proteina-ti- 
rosina ąuinasas. Los dominios SH2 se 
unen a peptidos especificos que conten- 
gan fosfotirosina, de los receptores activa- 
dos. 
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especificos para otras proteinas, a traves de las que se transmitira la senal al 
interior celular desde los receptores activados. 

La asociación de estas moleculas senal intracelulares eon los receptores protei- 
na-tirosina quinasas, se lleva a cabo a traves de un dominio de la proteina que se 
une a peptidos especificos del receptor que contengan fosfotirosinas (Fig, 13.15), 
De estos domin ios ? los mejor conocidos se denominan domin ios SH2 {de fromolo- 
gia 2eon Src), ya que fueron identificados por primera vez en las proteina-tirosina 
quinasas relacionadas eon Src, la proteina oncogenica del virus del sarcoma de 
Rous, Los dominios SH2 se componen de cień aminoacidos aproximadamente. y 
se unen a cortas secuencias peptidicas especifieas que contengan residuos de 
fosfotirosina (Fig. 13,16), Otras proteinas se unen a los peptidos que contienen 
residuos de fosfotirosina mediante los dominios PTB (del ingles phosphotyrosi- 
ne binding). La asociación de fas protei nas eon dominios SH2 f eon los receptores 
proteina-tirosina quinasas actiuados tiene varios efectos: situa a las proteinas 
eon dominios SH2 junto a la membrana plasmatica, permite su interacción eon 
otras proteinas, promueve su fosforilación y estimula su actividad enzimatica. 
Por lo tanto, la asociación de estas proteinas eon los receptores autofosforila- 
dos supone el primer paso en la transmisión intracelular de senales, que co- 
menzó eon la unión de los factores de crecimiento a la superfide celular. 


Figura 13.16 

Complejo constituido por un dominio SH2 y un peptido 
eon fosfotirosina. La cadena polipeptidica del dominio SH2 
de Ja Src se muestra en color rojo y su superficie se indica eon 
el punteado verde. Las bolas moradas muestran un surco en la 
superfieie. Los tres residuos aminoacidicos que interaccionan 
eon Ea fosfotirosina aparecen en azul. El peptido eon fosfotirosi¬ 
na se ha representado por un modelo tndimensional de espa- 
cio lleno. Las bolas amarillas y blancas indican, respectiva- 
mente, los atornos del esqueleto y de las cadenas laterales, y 
el grupo fosfato aparece en rojo. (A partir de G, Waksman et 
al.. 1992, Naturę 358:646.) 
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Receptores de citoquitia$ y pro ter n a - tir o sin a ąuinasas no receptoras 

Muchos receptores, en vez de tener ellos misrnos la actividad proteina-tirosina 
quinasa, actuan estimulando a proteina-tirosina quinasas a las que no estan 
unidas covalentemente. Esta familia de receptores (denominada la superfami- 
lia de receptores de citoquinas) incluye a fos receptores de la mayona de las 
citoquinas (p. ej., la interieuquina-2 y ta eritropoyetina) y a los receptores de algu- 
nas hormonas polipeptidteas (p. ej. t la hormona del crecimiento). Al igual que los 
receptores proteina-tirosina quinasas, estos estan constituidos por un dominio 
N-terminat, extracelular, de unión a ligando. una unica helice transmembrana, y 
un dominlo C-terminal citosólico Sin embargo, el dominio citosólico de los recep¬ 
tores de citoquinas carece de actividad catahtica conocida. En vez de esto, tos 
receptores de citoquinas actuan en asociadón eon proteina-tirosina quinasas 
no receptoras, las cuales son activadas por la unión del ligando al receptor. 

Se piensa que el primer paso de la senalización a partir del receptor de cito- 
quinas s es la dimerización del receptor inducida por ligando y la fosforiiación cru- 
zada de las proteina-tirosina quinasas no receptoras asociadas (Fig. 13/17). Estas 
quinasas activadas fosforilaran at receptor, lo que proporcionara sitios de unión de 
fosfotirosina para las moieculas seńal intracelulares que tengan dominios SH2. Por 
lo tanto, la combinación de los receptores de citoquinas mas las proteina-tirosina 
guinasas no receptoras asociadas, funciona de la misma manera que lo hacen los 
receptores eon actividad proteina-tirosina quinasa tratados en la sección anterior. 

Las quinasas asociadas eon los receptores de citoquinas pertenecen a la 
familia de las qurnasas Janus, o JAK, formada por cuatro proteina-tirosina 
quinasa$ no receptoras relacionadas. Los miembros de la familia JAK parecen 
ser universalmente necesarios para la senalización a traves de receptores de 
citoquinas, fo que indica que las quinasas de la familia JAK juegan un papel 
critico en el acoplamiento de estos receptores a la fosforiiación en tirosinas de 
dianas intracelulares. 

Las proteina-tirosina quinasas no receptoras adicionales pertenecen a la 
familia Sre, que esta formada por Src y ocho proteinas estrechamente relacio¬ 
nadas. Como ya se ha indicado, Src fue inicialmente identificada como una 
proteina oneogenica del virus del sarcoma de Rous, y fue la primera proteina en 
la que se demostró la actividad proteina-tirosina quinasa, de modo que ha juga- 
do un papel clave en los experimentos que han llevado a nuestra comprensión 
actual de la senalización celular. Los miembros de la familia Src juegan pape- 
les dave en la senalización desencadenada por los receptores proteina-tirosina 
quinasa, desde los receptores de antigeno en los linfocitos B y T, y (como se 
estudiara mas adelante en este capitulo) desde la integrinas en los puntos de 
adhesión celular a la matriz extracelular 



Citoquina 

Receptor 


Tirosina 
quinasa 
no receptora 





Fosforiiación cruzada 
de ias quinasas 
no receptoras 


Receptores asociadas a o tras actwidades enzimdticas 


Aunque la gran mayona de los receptores asociados a enzimas estimulan la 
fosforiiación de proteina-tirosinas, algunos receptores se eneuentran asociados 
a otras actividades enzimaticas. Estos receptores incluyen proteina-tirosina 
fosfatasas, protema-serina/treonina qu inasas y g u ani lato ciclasas* 

Las proteina-tirosina fosfatasas quitan grupos fosfato de los residuos de 
fosfotirosina, actuando de manera opuesta a las proteina-tirosina guinasas. En 
muchoscasos, las proteina-tirosina fosfatasas actuan como regufadores nega- 


Figura 13.17 

Senalización a partir del receptor de citoquinas. La unión del ligando induce la dimerL 
zación de los receptores, y conduce a la activación de las proteina-tirosina quinasas no 
receptoras asociadas debido a una fosforiiación cruzada. Seguidamente. las quinasas 
activadas fosforilan residuos de tirosina del receptor, dando lugar a sitios de unión de 
fosfolirosina para las moieculas seńal intracelulares. 
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tivos en las vias de sehafización celular, ya que se encargan de Interrumpir las 
senales que se activaron a partir de la fosfortlación de las proteina-tirosinas. Sin 
embargo, algunas protema-tirosina foslatasas son receptores de superficie ce¬ 
lular cuya actMdad enzirmatica es un mecanismo de regulación positiva en la 
seńalización celular, Un buen ejemplo de esto ultimo lo proporciona el receptor 
denominado CD45. que se expresa en la superficie de los linfocitos B y T, Tras 
la estimulación por el antigeno, parece ser que el CD45 desfosforila una fosfcti- 
rosina especifica, la cual inhibe la actividad enzimatica de miembros de la fami¬ 
lia Src, Por tanto t la función de la protema-tirosina fosfatasa CD45 es, paradóji- 
camente, la de activar protema-tirosina quinasas no receptoras. 

Los receptores para el factor de crecimiento transformante fi <TGF -/f) y 
otros polipeptidos relacionados, son proteina guinasas que fosforilan residuos 
de serina o treonina de sus proteinas sustrato, en vez de restos de tirosina. El 
TGF-/f es el prototipo de una familia de factores de crecimiento polipeptidicos 
que controlan la proliferación y diferenciación de varios tipos celulares, generał- 
mente inhibiendo la proliferación de sus cefulas diana, La clonación de) primer 
receptor para un miembro de la familia de los TGF-/L puso de manifiesto que es 
el modeio de una familia especifica de receptores eon un dominie protema- 
serina/treonina quinasa. Desde entonces, los receptores encontrados para 
otros miembros de fa familia de los IGF -fi tambien han resultado ser proteina- 
serina/treonma quinasas. La unión del ligando a estos receptores provoca la 
asociación de dos cadenas polipeptidicas distintas, codificadas por miembros 
distintos de la familia de los receptores de TGF-/L dando lugar a heterodimeros 
en los que los receptores eon actividad quinasa se fosforilan mutuamente de 
manera cruzada. Entonces, los receptores de TGF-/i activados fosforilan a los 
miembros de una familia de factores de transcripción denominados SMADs, los 
cuales se translocan al nucleo y activan la expresión de los genes diana. 

Algunos ligandos peptidicos se unen a receptores cuyos dominios cifosóli- 
cos tienen actividad guanilato ciclasa, calalizando la formación de GMP cielico. 
Como ya se dijo anteriormente, el óxido nitrico tambien activa la guanilato cicla¬ 
sa, pero la diana de! óxido nitrico es una enzima intracelular en vez de un recep¬ 
tor transmembrana . Los receptores guanilato ciclasa tienen un dominio extra- 
celular de unión al ligando, una unica helice % transmembrana, y un dominio 
citosólico eon actividad catalitica. La unión al ligando estimuia la actividad cata- 
litica, dando lugar a la formación de GMP cielico —un segundo mensajero cu¬ 
yos efectos en el interior de la celula se discutiran en la próxima sección de esfe 
capitulo. 

Otros receptores se unen a proteinas citoplasmaticas eon actividad bioqui- 
mica diferente. Por ejemplo, fa citoquina factor de necrosis tumoral (INF) indu- 
ce la muerte celular, quizas (como se verś postenormente en este capitulo) 
como un mecanismo de eliminar de los tejidos celulas excedentes o deteriora- 
das, Los receptores del TNF y de otras moleculas relacionadas, sehalizadoras 
de muerte celular, se asocian a proteasas especificas, que son activadas en 
respuesta a la unión del ligando. La activación de estas proteasas asociadas a 
receptor dispara la activación de proteasas posteriores, lo que lleva T en ultima 
instancia. a la degradación de varios tipos de proteinas intraeelulares y a la 
muerte de la celula 

Vias de łransducción intracelular de senales 

La mayorfa de los receptores de superficie celular activan enzimas diana intra- 
celulares, las cuales pueden estar, bien unidas directamente a los receptores, o 
bien asociadas a ellos a traves de proteinas G. Estas enzimas intraeelulares 
sirven como elementos que transmiten la seńal hacia lugares posterlores en e! 
interior celular, propagando y amplificando fa senal iniciada por la unión del 
ligando. En la mayoria de los casos, una cascada de reacctones transmite la 
sehal desde la superficie celular hasta diversas dianas intraeelulares - un proce- 
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so denominado transducción intracelular de seńales. Las dianas de estas 
vfas de seńalización suelen ser factores de transcripción cuya función es regu- 
lar la transcripción genica. Por tanto, los mecanismos de seńalización intracelu¬ 
lar conectan la superficie celular eon et nucleo, dando lugar a variaciones en la 
expresión genica como respuesta a los estimulos extracelulares. 


Figura 13.18 

Sintesis y degradaeión del AMPc. El 

AMP cielico se sintetiza a partir del ATP 
por la adenilato ciclasa y es degradado a 
AMP por la AMPc fosfodiesterasa. 


Vtct del AMPc: segundos mensajeros y fosfarilación de proteinas 

La seńalización intracelular se puso de manifiesto por primera vez al estudiar la 
acción de hormonas tales como la epinefrina, que causa la hidrólisis del glucó- 
genoa glucosa previa a la actividad muscular. En 1958, Earl Sutherland descu- 
brió que ta acción de la epinefrina era mediada por un aumento en la concentra- 
ción intracelular de AMP cielico (AMPc), !o que llevó a la idea de que el AMPc 
es un segundo mensajero de la seńalización hormonal (siendo la hormona el 
primer mensajero). El AMPc se forma a partir del ATP por ia acción de ia adeni¬ 
lato ciclasa y es degradado a AMP por la AMPc fosfodiesterasa (Fig. 13.18). 
Como ya se seńaló anteriormente, el receptor de la epinefrina esta asociado 
a la adenilato ciclasa via una proteina G que esfimula su actividad enzimati- 
ca, dando luqar al aumento de la concentración intracelular de AMPc (vease 
Fig. 13.11). 

Entonces, ^cómo senaliza el AMPc la rotura del gtucógeno? Este y la mayo- 
rta de los efectos del AMPc en la celula animal son mediados por ta acción de la 
proteina guinasa dependiente de AMPc o proteina quinasa A t una enzima 
deseubierta por Donald Walsh y Ed Krebs en 1968. La forma inactiua de la 
proteina quinasa A es un tetramero constituido por dos subunidadescataliticas 
y dos subunidades reguladoras (Fig. 13.19). El AMP cielico se une a las subuni- 
dades reguladoras provocando su dlsociación de las subunidades cataliticas. 
Las subunidades cataliticas fibres son enzimaticamente activas y son capaces 
de fosforilar residuos de serina de sus proteinas diana. 

En la regulaclón del metabolismo del glucógeno, la proteina quinasa A fosfo- 
rila a dos proteinas diana (Fig. 13.20). La primera es otrą proteina guinasa, la 
fosforilasa quinasa r que es fosforilada y activada por ta proteina quinasa A La 
fosforilasa guinasa, a su vez, fosforila y activa a la glucógeno fosforilasa, que 
cataliza la rotura del glucógeno a gfucosa-t-fosfato. Ademas, la proteina quina- 
sa A fosforila la enzima glucógeno sintetasa, que cataliza la sintesis de glucóge¬ 
no. En este caso, la fosforilación inhibe ta actividad enzimatica. Por lo tanto, el 
ineremenfo del AMPc y la activación de la proteina quinasa A bloquea la smte- 
sis de glucógeno a la vez que activa su hidróiisis. 

La cadena de reacciones que conduce desde el receptor de la epinefrina has¬ 
ta la glucógeno fosforilasa proporciona un buen ejemplo de la amplificación de la 

Figura 13.19 

Regulación de la proteina quinasa A, La forma inactiva de la proteina quinasa A esta 
conslituida por dos subunidades reguladoras (R) y por dos subunidadescataliticas (C). La 
unión del AMPc a las subunidades reguladoras induce un cambio conformacional que 
lleva a la disociación de las subunidades cataliticas, de lo que resulta la activación enzi- 
matica de estas. 
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Figura 13.20 

Regulación del metabolismo del glucó¬ 
geno por la proteina guinasa A. La pro¬ 
teina quinasa A fosforila a la glucógeno 
sintetasa y a la fosforilasa quinasa. Esta 
fosforilación inhibe a la glucógeno sinteta- 
sa (que cataliza la sfntesis de glucógeno), 
m Lent ras que activa a la fosforilasa guina¬ 
sa, Entonces, la fosforilasa guinasa fosfo¬ 
rila y activa a la glucógeno fosforilasa, que 
cataliza la rotura del glucógeno a glucosa- 
1 -fosfato. 


sefial duranfe la transducclón de seńales intracelular. Cada molecula de epinefri- 
na activa un unico receptor. Sin embargo, cada receptor puede activar hasta cień 
molecuias de G s . Cada molecula de activa a la adenilato cicfasa, que cataliza 
la sintesis de muchas molecuias de AMPc. La seńal continua ampiificandose 
puesto que cada molecula de proteina guinasa A fosforila muchas molecuias de 
fosforilasa quinasa, que T a su vez, fosforilan muchas molecuias de glucógeno 
fosforilasa. Por lo tanto, la unión de la hormona a un pequeho numero de recepto- 
res da fugar a la activación de un numero mucho mayor de enzimas diana intrace- 
lulares. 

En muchas celulas animales, el aumento del AMPc activa la transcripción de 
unos genes diana especificos que contienen una secuencia reguladora denomi- 
nada elemento de respuesta a AMPc, o CRE (Fig. 13,21). En este caso, !a 
seńal desde el citoplasma al nucteo la lleva la subunidad catalitica de la proteina 
guinasa A, que es capaz de entrar en el nucleo tras su desacoplamiento de la 
subunidad reguladora. En el nucleo, la proteina guinasa A fosforila a un factor 
de transcripción denominado CREB (de proteina de unión a CRE), !o que activa 
los genes inducidos por AMPc. Este tipo de regulación de la expresión genica 
por el AMPc desempeńa un papel importante en el control de Ja proliferación, la 
supervivencia y la dlferenciacion de diversos tipos de celulas animales. 

Es importante seńalar que las proteina guinasas, como la proteina guinasa 
A P no actuan de manera aislada en la celula. Por el contrario, la fosforilación de 
las proteinas es revertida rapidamente por la acción de las proteina fosfatasas. 
Algunas proteina fosfatasas son receptores de membrana, como se dijo en la 
sección anterion Ot ras son enzimas citosóficas que quitan grupos fosfato de 
restos fosforilados de tirosina o de serina/treonina de sus proteinas sustrato. 
Estas proteina fosfatasas sirven para finalizar la respuesta iniciada por la acti- 
vación de las proteina guinasas mediada por receptor. Por ejemplo, los resi- 
duos de serina de las proteinas fosforilados por la proteina guinasa A, suelen 
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Figura 13.21 

Expresión de los gen es indueidos por AMPc. La subunidad catalitica librę de la proteina 
quinasa A se transioca al nucleo y fosforifa al factorde transcripción CREB (proteinade unión 
a CRE), lo que conduce a ta expresión de Jos genes indueidos por AMPc. 


ser desfosforiJados por ia acción de u na fosfatasa denominada proteina fosfata- 
sa 1 (Fig. 13,22). Por fo tanto, el grado de fosforilación que presentan los sustra- 
tos de la proteina quinasa A (como la foslorilasa ąuinasa y el CREB) depende 
del equilibrio entre la actividad intracelular de la proteina quinasa A y de las 
proteina fosfatasas. 

Aunque la mayor parte de los efectos del AMPc estan mediados por la pro¬ 
teina quinasa A, el AMPc tambien puede regular directamente canales iónicos, 
independientemente de ia fosforilación de las proteinas. El AMP cielico fundo- 
na de esta manera como un segundo mensajero en la detección de olores, 
Muchos de los receptores de las moleculas olorosas en las neuronas sensoria- 
les de la nariz son receptores asociados a proteinas G que estimulan a fa adeni- 
lato ciclasa, lo que genera un aumento del AMPc intracelular. En vez de activar 
a la proteina quinasa A, el AMPc en este sistema provoca fa apertura de los 
canales de Na 1 en la membrana plasmatica, lo que da lugar a Ja despolarización 
de la membrana y a la generación de un impulso nervioso. 

GMP cielico 

El GMP cielico (GMPc) tambien es un segundo mensajero importante en fas 
eelulas animales, aunque su papel no esta tan bien caracterizado como el del 
AMPc, El GMP cielico se sintetiza a partir del GTP por la guanilato ciclasa y es 
degradado a GMP por una fosfodiesterasa, Como ya se trato anteriormente en 
este Capitulo, tanto el óxido nitrico como determinados ligandos peptidicos acti- 
van diferentes tipos de guanifato cicfasas. La activación de las guanilato cięta- 
sas aumenta el rwel del GMPc, el cual interwene como mediador de respuestas 
biológicas, como, por ejemplo, la vasodifatación. El GMPc ejerce su función a 
lraves de una proteina quinasa dependiente de GMPc, aunque tambien puede 
actuar sobre otras dianas, como por ejemplo canales iónicos. 

En el ojo de fos vertebrados es donde esta mefor caracterizada la acción del 
GMPc, donde actua como el segundo mensajero responsable de converlir fas 
seńales visuales recibidas en forma de luz en impulsos nerviosos, El fotorrecep- 
tor en los bastones de fa retina es un receptor asociado a una proteina G denomi- 
nado rodopsina (Fig, 13,23). La rodopsina se activa por la absordón de luz por 
parte de la pequeńa molecula asociada 11 -c/s-retinal, ia cuaf se isomeriza a 
todo-frans-retinal, lo que induce un cambio conformacional en fa proteina rodop¬ 
sina. Entonces, la rodopsina activa a la proteina G transducina, y la subunidad ot 
de la transducina activa a la GMPc fosfodiesterasa, lo que lleva a que disminuya 
el nive! intracelular de GMPc. Esta variación del nivel de GMPc en los bastones 
se traduce en un impulso nervioso debido a la acción del GMPc sobre los canales 




% 



Figura 13.22 

Regulaeión de fa fosforilación de pro¬ 
teinas por la proteina quinasa A y por 
la proteina fosfatasa 1. La fosforilación 
de proteinas dian a por la proteina quinasa 
A es revertida por la acción de la proteina 
fosfatasa 1. 
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Figura 13.23 

Papel del GMPc en la fotorrecepción. 

La absorción de luz por parte del retinal 
activa al receptor asociado a la proteina G 
rodopsina. Entonces, la subunidad y de la 
transducina activa a la GMPc fosfodieste- 
rasa, lo que lleva a que disminuya el nivel 
intracelular de GMPc, 
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iónicos de la membrana, de manera similar a la acción del AMPc en la detección 
de los olores. 


Fosfolipidom y Co 2 * 


Figura 13.24 

Hidrólisis del PIP 2 . La fosfoiipasa C 
{PLO) cataliza la hidrólisis def fosfatidil 
inositol 4,5-bifosfato dando lugar al diacil- 
glicerol (DAG) y al inositol trifosfato (IP 3 ). 
El diaoilglicerol activa a miembros de la fa¬ 
milia de la proteina quinasa C f y el \P A in- 
duce la liberación del Ca 2+ de los reseruo- 
rios intracelulares 


Una de las vias de seńalización intracelular mas generalizadas se basa en la 
uttllzacion de segundos mensajeros derivados del fosfofipido de membrana fos- 
fatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP 2 ). El P\P 2 es im componente minoritano de la 
membrana plasmatica, que se localiza en la cara interna de la bicapa fosfolipidśca 
(vease Fig. 12.2). Diversidad de hormonas y factores de crecimiento inducen la 
hidrólisis del PIP 2 por la fosfoiipasa C —una reacción que da lugar a dos segun¬ 
dos mensajeros diferentes, el diacilglicerol y el inositol 1,4,5-trifosfato (IP 3 ) 
(Fig, 13.24}—. El diacilglicerol y el IP 3 activan vias de sehalización intracelular dife- 
rentes (a la proteina guinasa C y la movilización del Ca 2 ', respectivamente), por lo 
que la hidrólisis del PIP 2 dispara una dobie cascada de seńales intracelulares. 

Hay que destacar que la hidrólisis del PIP P es activada posteriormente 
(downstream) a los receptores acoplados a las protemas Gya las proteina- 
tirosina quinasas. Esto se debe a que una isoforma de la fosfoiipasa C (PLC-/0 
es activada por las protemas G T mientras que otrą (PLC-;) contiene dominios 
SH2 responsables de su asociación eon receptores protema-tirosina guinasas 
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activados (Fig. 13.25). Esta interacción es la responsable de la localizaclon de 
la PLC-y próxima a la membrana plasmatica, asi como de la fosforiladón de sus 
tirosinas, lo que aumenta su actividad catalftica. 

El diacilglicerol, que se genera por la hidrólisis del P\P 2 activa a proteina- 
serina^reonina quinasas pertenecientes a la familia de la proteina quinasa C, 
muchas de las cuales desempeńan un papel importante en el control del creci- 
miento y de la diferenciación celular. Un buen ejemplo de este papel de la pro¬ 
teina quinasa C lo proporciona la acción de los esteres de forbol (Fig. 13.26), 
que han sido muy estudiados porque inducen el desarrollo de tumores en ani- 
males. Esta actiyidad inductora de tumores por parte de los esteres de forbol se 
basa en su capacidad para activar la proteina qutnasa C, actuando como analo- 
gos del diacilglicerol, Entonces, la proteina quinasa C activa otras dianas intra- 
celulares, entre las que se incluye una cascada de proteina guinasas conocida 
como la via de las MAP quinasas (que se trat ara en detalle en la sección si- 
guiente), que conduce a la fosforiladón de factores de transcripcion, a variacio- 
nes en la expresión genica, y a la estimulación de la proliferación celular. 

Mientras que el diacilglicerol permanece asociado a la membrana plasmatt- 
ca, el otro segundo mensajero producido por la ruptura del PIP 2t el IP 3 , es una 
pequeńa molecula polar que es liberada al citosoi, donde interviene induciendo 
la liberación de Ca 2 ' de los reservorios intracelutares (Fig. 13.27). Como se 
sehaló en el Capitulo 12, laconcentración de Ca 24 se mantieneen niveles extre- 
madamente bajos (aprox. 0,1 /<M) debidoa la acción de las bom bas de Ca 2+ que 
expulsan el Ca 2+ del interior celular por transporte activo. El Ca 2+ no solo se 
bombea a traves de la membrana plasmatica, sino lambien al retfculo endoplas- 
mico r sirviendo asi, este, como un reservorio intracelular de Ga 2+ . El IP 3 libera el 
Ca 2+ del retfculo endoplasmico mediante su unión a receptores que son canales 
de Ca 2+ regulados por Ugando. Debido a esto, los niveles de Ca 24 citosólico 
aumentan hasta cerca de 1 /iM, lo que afecta a la actividad de diversas protef- 
nas diana, incluyendo proteina quinasas y fosfatasas. Por ejemplo, algunos 
miembros de la familia de la proteina guinasa C reguieren Ca 24 asi como diacil- 


Figura 13.26 

Estructura de un ester de forbol, Los esteres de forbol activan a la proteina qumasa C 
actuando como analogos del diacilglicerol 


Figura 13^25 

Activación de la fostolipasa C por pro- 
teina-tirosina quinasas. La fostolipasa 
O- (PLC-y) se une al receptor protefna-ti- 
rosina quinasa activado a traves de su do- 
minio SH2. La fosforiladón de las tirosinas 
aumenta la actividad de la PLC-y, lo que 
estimula la hidrólisis dei PIP 2 . 
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Figura 13,27 

Movilización del Ca 2 " mediada por el IP 3 . El Ca" es bombeado desde el citosol al reti- 
culo endoplasmico. el cual sirve como un reservorio de Ca 2 " intracelular. El IP 3 se une a 
receptores en !a membrana del retfculo endoplasmico que son canales de Ca ?+ regulados 
por Ugando, por lo que permite el flujo del Ca 2 ' al citosol. 
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glicerol para su activación, por lo que estas proteina quinasas son reguladas 
por ambas ramas de la vfa de seńafización del PIP 2 , En la mayoria de las celu¬ 
las, el incremento transitorio de Ca 2+ intracelular resultante de la producción de 
JP, desencadena un incremento mas mantenidocausado por la entrada de Ca 2, 
extrace1ular a traves de canales presentes en la membrana plasmatica. Esta 
entrada de Ca 24 del exterior de la celula sirve para prolongat la seńaf iniciada 
por la liberación de Ca 2 " del retfculo endoplasmico y para permitir rellenar las 
reservas de Ca a+ del retfculo endoplasmico. 

Muchos de los efectos del Ca 2+ estan medidos por la proteina de unión del 
Ca 3i calmodulina, que se activa por la unión del Ca 2 " cuando la concentración 
del Ca 24 citosólico aumenta hasta aproximadamente 0,5 /iM (Fig. 13.28). Enton- 
ces, la Ca 2 7caimodulina se une a diversas protefnas diana* incluyendo las pro¬ 
teina quinasas, Un ejemplo de estas proteina guinasas dependientes de 
Ca 2+ /calmodulina es la quinasa de la cadena ligera de la miosina, que induce la 
contraceión actina-miosina mediante la fosforilación de una de las cadenas ligę- 
ras de la mi osina (vease Fig, 11.29). Otras proteina guinasas que son activadas 
por la Ca 2+ /calmodulina incluyen a miembros de la familia de las quinasas 
CaM, que fosforilan a distintos tipos de protefnas, entre las que se incluyen 
enzimas metabóficas, canales iónicos y factores de transcripción. Una de las 
formas de quinasa CaM abunda especialmente en el sistema nen/ioso, donde 
reguła la sfntesis y la liberación de neurotransmisores. Ademas, las quinasas 
CaM regulan la expresión genica a traves de la fosforilación de factores de 
transcripción. Es interesanta senalar que uno de los factores de transcripción 
fosforilados por la quinasa CaM es el CREB, que (como ya se indicó anterior- 
mente) es fosforilado en el mismo sitio por la proteina quinasa A. Esta fosforila¬ 
ción del CREB ilustra una de las multiples interacciones entre las vfasde senali- 
zación del Ca 2 ' y del AMPc Otros ejemplos serfan la regulación de las adenilato 
ciclasas y de las fosfodiesterasas por la Ca 2 Vcalmodulina, la regulación de los 
canales de Ca 2+ por el AMPc, y la fosforilación de determinadas proteinas diana 
tanto por la proteina quinasa A como por guinasas dependientes de Ca 2 7caL 
modulina. Por lo tanto, las vfas de seńalización del Ca 2 " y del AMPc funcionan 
de manera coordinada en la regulación de multitud de respuestas celulares. 

La entrada de Ca 2+ extracelular es particularmente importante en las celulas 
nerviosas y musculares eleetrjcamente excitables, en las que los canales de 
Ca 2 ‘ regulados por voltaje de la membrana plasmatica se abren debido a la 
despolarización de la membrana (Fig. 13.29). El incremento de Ca 2 ' resultante 
dispara, a su vez, la liberación de Ca 2 " de los depósitos rntracelulares, mediante 
la activación de canales de Ca 24 diferentes denominados receptores de riano- 
dina. En las neuronas, uno de los efectos del aumento del Ca 2 " intracelular es 
activar la liberación de los neurotransmisores. por lo gue el Ca 2 ' desempeńa un 
papel fundamental en la conversión de seńales electricas a seńaies guimicas 
en e! sistema neryioso. En las celulas musculares, et Ca 2+ se acumula en el 
retfculo sarcoplasmico, de donde se libera a partir de la apertura de los recepto¬ 
res de rianodina en respuesta a la yariación en el potencial de membrana. La 


Figura 13,28 

Función de la calmodulina. La calmodulina es una proteina eon forma de maneuerna* 
eon cuatro sitios de unión al Ca ? ", El complejo activo Ca 2 7cal moduł ina se une a diversas 
protefnas diana, incluyendo a proteina guinasas dependientes de Ca 2 7ca! moduł Ina. 
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Figura 13.29 

Regulación del Ca a+ intracelular en las celulas electricamente excitables. La despola- 
rizaclón de la membrana provoca la apsrtura de los canales de Ga 2+ regulados por vo!taje 
de la membrana plasmatica, lo que supone el flujo de Ga 2+ desde el fluido extracelular. El 
incremento de Ca 2 ' intracelular resultante activa la ulterior liberadón de Ca ?+ de los depósl- 
tos intracelulares mediante la apertura de otras canates de Ca 2 ' diferentes {receptores de 
rianodina} en la membrana del reticulo endopiasmico. En las celulas musculares, la aper¬ 
tura de los receptores de rianodina del reticulo sarcoplasmico puede tener lugar directa- 
mente, en respuesta a la despolarizadón de la membrana. 


liberación del Ca 2+ acumulado supone un gran incremento del Ca 2+ citosólico, lo 
que dlspara la contracción muscular (vease Cap. 11). Por lo tanto, las celulas 
utilizan diversos mecanismos para regular los niveles de Ca 2+ intracelular, lo 
que hace del Ca 2+ un segundo mensajero muy versatil que controla un amplio 
rango de procesos cel u lar es. 

El PI P 2 no sirve solo como una fuente de diacilgltcerol y de IP 3 , sino que 
tambien es el punto de partida de una segunda via diferente de segundos rnen- 
sajeros que desempeńa un papel clave en la regulación de la supervivencia 
celular. En esta via, el PIP, es fosforilado en el sitio 3 del inositol por la enzima 
fosfatidilinositido (PI) 3-quinasa (Fig. 13.30). Al igual que la fosfolipasa C, 
una isoforma de la PI 3-quinasa es activada por protemas G, mientras que una 
segunda forma tiene dominios SH2 y es activada mediante la asociación a recep^ 
tores protema-tirosrna guinasas. La fosforilación del PIP 2 da lugar al fosfatidili- 
nositol 3,4,5 trifosfato (PIP 3 ), que actua como un segundo mensajero diferente. 
Una diana importante del PIP 3P que es fundamenta! en la seńalización de la super- 
vlvencia celular, es una protema-serina/treonina quinasa denominada Akt, El 
PIP 3 se une a un dominio de la Akt denominado dominie de homologia a pleckstrL 
na (Fig. 13.31), Mediante esta interacción, la Akt se situa en la cara interna de la 
membrana plasmatica, donde se fosforila y se activa por otras proteina guinasas 
(denominadas PDKs) que tambien tienen dominios de homologia a pleckstrina y 
unen PIP 3 . Por lo tanio, la formación del PIP 3 trae como resultado la asociación de 
Akt y PDKs eon la membrana plasmatica, !o que lleva a la fosforilación y activa- 
ción de la Akt. Una vez activada, la Akt fosforila a protemas diana, entre las que 
se eneuenfran protemas reguladoras de la supervivencia celular, factores de 
transcnpción, y otras proteina guinasas 


Ras, Raf y vta de las MAP ąuinasas 

La via de las MAP quinasas se refiere a una cascada de proteina quinasas 
que esta altamente conservada en la evolución y desempeńa un papel central 
en la transduccion de seńales en todas las celulas eucariotas, desde las levadu- 
ras hasta el ser humano, Los elementos centrales de esta via son una familia de 
proteina-serina/treonina quinasas denominadas guinasas MAP (de proteina 
quinasas activadas por mitógenos) que se activan en respuesta a diversos fac¬ 
tores de crecimiento y a otras moleculas seńal. En las levaduras T las vias de las 
quinasas MAP controlan diversas respuestas celulares, entre las que se inclu- 
yen el apareamiento, la forma celular y la esporulación. En los eucariotas supe- 
riores (incluyendo C.elegarts , Drosophifa , ranas y mamiferos) las quinasas 
MAP son reguladores ubicuos del crecimiento y de la diferenciación celular 
Las formas mejor caractenzadas de las quinasas MAP en las celulas de 
mamiferos pertenecen a la familia de las ERK (guinasas reguladas por seńales 


Figura 13.30 

Actividad de la PI 3-quinasa. La PI 3-quinasa fosforila la posición 3 del inositol, convir- 
tiendo el PIP., en PIP 3 < 
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Figura 13.31 

Activaeión de la proteina qtiinasa Akt. 

La Akt se asocia a la membrana plasmatt- 
ca a traves de la unión al P IP :J mediante su 
dominio de homologia a pleckstrina (PH). 
Entonces. es activada debido a la fosfori- 
lación por otrą proteina ąuinasa (PDK) 
que tambien une PIP 3 . 



Dominio PH 


Dominio 


extracelulares). La activación de ERK desempeńa un papel central en la seńali- 
zacion de la proliferación celular inducida por factores de crecimiento que ac- 
tuan a traves de protema-ttrosina quinasas o de receptores asociados a protei- 
nas G. La proteina quinasa C tambien puede activar la via ERK r lo que 
contribuye a la estimulación de la proliferación celular inducida por los promoto- 
res tumorales de esteres de forboL Ademas, tanto la via del Ca 2 ' como la del 
AMPc interaccionan eon Ja seńalización mediante ERK, bien activando o bien 
inhibiendo la vfa de ERK en función del tipo celular 

La actlvación de ERK tiene lugar a traves de dos proteina quinasas anterio- 
res que estan asociadas a receptores de f actores de crecimiento media nte u na 
proteina de unión a GTP denominada Ras (Fig. 13.32). La activación de Ras 
provoca la activación de la proteina-serrna/treonina guinasa Raf, la cual fosfori- 
la y activa una segunda proteina guinasa denominada MEK (de MAP quina- 
sa/ERK guinasa). MEK es una proteina quinasa eon especificidad dobie. que 
activa a miembros de la familia ERK fosforilando tanto residuos de treonina 
como de tirosina separados por un amlnoacido (p. ej M treonina- 183 y tirosina- 
185 de ERK2). Una vez activada, ERK fosforila diversidad de dianas, incluyen- 
do otras proteina quinasas y factores de transcripción. 

El papel central de la via de !a ERK en las celu las de mam if eros se deseubrió 
a partir de los estudios acerca de las protemas Ras, que se identificaron por 
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Membrana 

piasmatica 


Proteinas cifoplasmaticas y nucfeares 


primera vez como proteinas oncogenicas de virus tumorales que causaban sar- 
comas en ratas (de ahi el nombre Ras. de virus de sarcoma de ratas). El interes 
acerca de Ras creció considerablemente en 1982, cuando se implicaron por pri- 
mera vez las mutaciones en el gen ras eon el desarrollo de canceres humanos (lo 
que se tratara en el Cap. 15). La importancia de Ras en la seńalización intracelu- 
lar se puso de manifiesto medianie experimentos en los que se mostraba que la 
microinyección de la proteina Ras activa inducia la proliferación de las celulas sa- 
nas de mamiferos. Por otro lado, la interferencja eon la función de Ras, bien por la 
microinyección de antieuerpos anti-Ras, o bien por la expresión de un mutante Ras 
negativo dominantę, bloqueaba la proliferación eelular inducida por factores de cre- 
cimiento. Asi, Ras no es solamente capaz de inducir el crecimiento anormal carac¬ 
ie risti co de las celulas cancerosas, sino que parece ser que se requiere en la res- 
puesta de las celulas normales a la estimulación por los factores de crecimiento. 

Las proteinas Ras son proteinas de unión de nucleótidos de guanina que 
funcionan de manera analoga a las subunidades a de las proteinas G, alternan- 
do entre la forma activa unida al GTP y la forma inactiva unida al GDP (Fig. 
13.33), Sin embargo, a diferencia de las subunidades a de las proteinas G, Ras 
actua como un monómero en vez de unirse a las subunidades jiy. La activación 
de Ras esta mediada por factores de intercambio de nucleótidos de guani¬ 
na. que inducen ta liberación del GDP unido y su intercambio por el GTP, El 
complejo Ras-GTP se inactiva por la hidrólisis del GTP, estimulada por la inte- 
racción de Ras-GTP eon proteinas activadoras de la GTPasa. Es interesante 
destacar que las mutaciones de los genes ras en los canceres humanos, tienen 
como efecto la inhibición de la hidrólisis del GTP por las proteinas Ras. Por lo 
tanto, estas proteinas Ras mutantes permanecen continuamente en la forma 
activa unida al GTP, dando lugar a la proliferación incontrolada de las celulas 
cancerosas aun en ausencia de la estimulación por factores de crecimiento. 

Las proteinas Ras son proteinas tipo de una gran familia de, aproximada- 
mente, 50 proteinas relacionadas, denominadas proteinas pequeńas de 
unión a GTP, porque el tamańo de Ras y de las otras proteinas es la mitad que 
el de la subunidad a de las proteinas G, Mientras que las proteinas Ras regulan 


Figura 13,32 

Activación de las quinasas MAP ERK* 

La estimulación de ios receptores de fac¬ 
tores de crecimiento activa la pequefia 
proteina de unión a GTP Ras, que interac- 
ciona eon la proteina quinasa Rai Raf 
fosfonla y activa a MEK, una proteina quF 
nasa eon dobie especificidad. la cual acti- 
va a ERK fosforilandola tanto en residuos 
de treonina como de tirosina (Thr-183 y 
Tyr-185). Entonces, ERKfosforila a diver- 
sidad de proteinas citoplasmaticas y nu- 
cleares. 














568 • Sección IV ■ Regulación celular 


Figura 13.33 

Regulación de las proteinas Ras. Las 

proteinas Ras alternan entre los estados 
inactivo, unidasal GDP, y activo, unidasal 
GTP. 



Membrana 

piasmatica 


Forma inactiva 


Forma activa 


Ras se corwierte en la forma activa 
unida al GTP mediante el intercambio 
del GTP por el GDP, el cual lo 
inducen los factores de intercambio 
de nucleótidos de guanina (GEFs). 


Ras se inactiva mediante la hidrólisis del 
GTP, que es inducida por las proteinas 
activadoras de la GTPasa (GAPs). 


el erecimiento y la diferenciación celular, las otras subfamilias de proteinas pe- 
ąueńas de unión a GTP controlan otras actividades celulares. Por ejemplo, la 
mayor subfamilia de proteinas pequenas de unión a GTP (las proteinas Rab) 
regulan ef trafico de vesiculas, como se vio en el Capftulo 9. Otras proteinas 
pequenas de unión a GTP estan involucradas en el transporte de proteinas al 
nucleo (la proteina Ran mencionada en el Cap. 8) y en la organización del ci- 
toesqueleto (la subfamilia Rho, como se vera mas adelante en este Capitulo). 

El mecanismo de activación de Ras mejor comprendido es el mediado por 
los receptores proteinaTirosina quinasas (Fig. 13.34). La autofosforilación de 
estos receptores hace que se asocien eon factores de intercambio de nucleóti¬ 
dos de guanina de Ras, a traves de proteinas eon dominios SH2. Un ejemplo 
bien caracterizado lo proporciona el factor de intercambio de nucleótidos de gua- 
nina Sos, que se une a la proteina Grb2 en el cltosol de las celulas no estimula- 
das, a traves del dominio SH2 de esta ultima. La fosforilactón de las tirosinas de 
los receptores (o de otras proteinas asocladas a los receptores) genera un sitio 
de unión para los dominios SH2 de las proteinas Grb2. La unión de Grb2 eon el 
receptor actlvado r coloca a Sos en la membrana piasmatica, donde interacciona 
eon las proteinas Ras, que estan unidas a la cara interna de la membrana a 
traves de lipidos unidos al C terminal de Ras (vease Fig. 12.10), Sos, entonces, 
induce el intercambio de nucleótidos de guanina, lo que genera el complejo activo 
Ras-GTP, En la forma activa unida a GTP, Ras interacciona eon varias proteinas 
efectoras, entre las que se eneuentra la proteina-serina/treonina quinasa Raf. 
Esta interacción eon Ras hace que Raf pasę de estar situado en el citosol a 
localizarse en la membrana piasmatica, donde es activada mediante la fosforila- 
ción por parte de protema-tirosina y proteina-serina/treonina quinasas. 

Como ya se indicó, la activación de Raf inicia una cascada de proteina quF 
nasas que conduce a la activación de ERK, ERK, entonces, fosforila a diversas 
proteinas diana incluyendo a otras proteina guinasas. Fundamentalmente, una 
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fracción de las ERK activadas se transloca al nucleo donde reguła a los factores 
de transcripción mediantefosforilación (Fig. 13.35). En cuanto a esta, es impor- 
tante seńalar que, una prjmera respuesta a ia estimulación por factores de cre- 
cimiento es la inducción rapida de la transcripción de una familia de, aproxima- 
damente, 100 genes denominados genes tempranos inmediatos. La 
inducción de determinados genes tempranos inmediatos esta mediada por una 
secuencia reguladora, denominada elemento de respuesta al suero {SRE) t 
que es reconocida por un complejo de factores de transcripción entre los que se 
incluye el factor de respuesta ai suero (SRF) y Elk-1 . ERK fosforila y activa a 
Elk-1, lo que proporciona un enface directo entre la familia ERK de quinasas 
MAP y la inducción de genes tempranos inmediatos. Muchos genes tempranos 
inmediatos codifican factores de transcripción, por lo que su inducción en res¬ 
puesta a factores de crecimiento aitera la expresión de otrą bateria de genes 
posteriores, dando iugar a un nuevo programa de expresión genica. 

Tanto las levaduras como las celulas de mamffero tienen multiples vias de 
quinasas MAP que controlan respuestas celulares distintas. Cada cascada esta 
constituida por tres proteina quinasas: una quinasa MAP terminal y dos quina- 
sas anteriores (analogas a Raf y MEK) que regulan su actividad. En la levadura 
S, cerevisiae f son cinco las eascadas diferentes de quinasas MAP que regulan 
el apareamiento, la esporulación, la generaciónde filamentos, el remodeladode 
la pared celular y la respuesta a una elevada osmolaridad. En las celulas de 
mamiferos se han identtficado ai menos cinco quinasas MAP. Ademas de los 
miembros de la familia ERK, se diferencian las quina$a$ MAP JNK y p38 que se 
activan preferentemente en respuesta a las citoquinas inflamatorias y al estres 
celular (p. ej., la radiacton ultravioleta) (Fig. 13.36). Mientras que la seńalización 
por ERK conduce principalmente a la supervivenda, diferenciación o prolifera- 
ción celular, fas vias de las quinasas MAP JNK y p38 llevan a la inflamación y a 
la muerte celular. Al igual que ERK, las MAP quinasas JNK y p38 pueden trans- 
locarse al nucleo y fosforilar factores de transcripción que regulan la expresión 
genica. Por lo tanto, en todos los tipos de celulas eucariotas actuan multiples 


Figura 13.35 

tnducción de los genes tempranos inmediatos por ERK. La ERK activada se translo¬ 
ca al nucleo, donde fosforila aJ factor de transcripción Elk-1. Eik-1 se une al elemento de 
respuesta al suero (SRE) formando un complejo eon el factor de respuesta al suero 
(SRF). La fosforitación estimula la actividad de Elk-1 como activador de la transcripción, 
inducśendo a los genes tempranos inmediatos. 


Figura 13.34 

Activación de Ras posterior ( down- 
stream) a los receptores proteina-tiro- 
sina quinasas. EJ complejo tormado por 
Grb2 y el factor de intercambio de nucleó- 
tidos de guanina Sos, se une a una se¬ 
cuencia de fosfoti rosi nas en el receptor, a 
traves del dominio SH2 de Grb2. Esta in- 
teracción lleva a Sos a la membrana plas¬ 
matica, donde inducira el intercambio de 
GDP/GTP en Ras. Entonces, el complejo 
Ras-GTP activo se unira a la proteina qui- 
nas a Raf. 
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Figura 13 36 

Vias de activación de las ąuinasas 
MAP en las celulas de mamiferos. Ade- 
mas de ERK, las celulas de mamiferos 
poseen las quinasas MAP JNK y p38. La 
activación de JNK y de p38 esta mediada 
por cascadas de proteina ąuinasas para- 
lelas a las responsables de la activación 
de ERK, Las cascadas de proteina ąuina¬ 
sas que conducen a la activación de JNK 
y p38 parece que son activadas preferen- 
temente por las citoquinas y el estrśs ce- 
lular, y conducen, en generał, a la inflama- 
ción o a la muerte celular. 
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vias de ąuinasas MAP que controlan las respuestas celulares a las diversas 
seńales ambientales. 

La espeeificidad de la seńalización de las MAP ąuinasas se mantiene, al 
menos en parte, gracias a la organización de los componentes de cada cascada 
de MAP ąuinasas en complejos que estan asociados eon proteinas scaffold 
(andamio, en ingles). Por ejemplo, la proteina scaffold JfP-1 organiza a la MAP 
ąuinasa JNK y sus activadores MLK y MKK7 en un complejo de seńalización 
(Fig 13.37). Como resultado de la asoclación especifica de estas proteinas 
ąuinasa sobre JIP-1, la activaclón de MLK por un estimulo da lugar a la activa- 
ción especifica y eficaz de MKK7, que a su vez activa a JNK. Diferentes proteL 
nas scaffold estan implicadas no solo en la organización de otros complejos de 
seńalización de MAP ąuinasas, sino tambien en la asociación de otras molecu- 
las senalizadoras eon sus receptores La asociación ffsica de fos componentes 
de la via de seńalización, como resultado de la interacción eon las proteinas 
scaffold, se cree que juega un papel importante en la determinacićn de la espe- 
cifieidad de las vfas de seńalización en el interior celular. 



Estimulo 


Respuesta 


Vta JAK/STAT 

La via de las ąuinasas MAP proporciona una conexión indirecta entre la superfi- 
de celular y el nucleo, en la que una cascada de proteina ąuinasas eonduce, en 
ultimo termino, a la fosforilación de los factores de transcripción. Una via alter- 
nativa, conocida como ia via JAK/STAT, proporciona una conexión mas inme- 
diata entre las proteina-tirosina ąuinasas y los factores de transcripción. En esta 
vfa, la fosforilación de las protefna-tirosinas afecta directamente a la localiza- 
ción y a la función de los factores de transcripción (Fig. 13.38) 

Los elementos clave de esta vta son las proteinas STAT (fransductores de 
seńal y activadores de franscripción} que se identificaron originalmente al estu- 
diar la seńalización de los receptores de citoquinas. Las proteinas STAT son 
una familia de factores de transcripción que contienen dominios SH2, Son inac- 
tivos en aąuellas celulas que no hayan sido estimuladas, localizandose en el 


Figura 13.37 

Una proteina scaffold para la ąuinasa de la MAP ąuinasa JNK. La proteina scaffold 
JIP-1 se une a MLK, MKK7 y JNK, organizando estos componentes de la via JNK en un 
complejo. 
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citoplasma. Al estimularse el receptor de citoquinas T las proteinas SIAT se 
agrupan y se unen, a traves de los dominios SH2, al dominio citoplasmatico de 
los polipeptidos receptores, eoncretamente a las secuencias eon fosfotirosinas. 
Tras su unión a los receptores activados, las proteinas STAT son fosforiladas 
por miembros de la familia JAK de fas proteina-tirosina quinasas no receptoras, 
que se unen a los receptores de las citoguinas. La fosforilación de las tirosinas 
induce la dimerización de las proteinas STAT, las cuales se translocan al nu¬ 
cleo, donde activan la transcripción de sus genes diana. 

Estudios posteriores han demostrado que las proteinas STAT tambien son 
activadas mas alfa de los receptores proteina-tirosina quinasas, de tal manera 
que su fosforilación puede ser catalizada por los mismos receptores o por qui- 
nasas asociadas no receptores. Por lo tanto, los factores de transcripción STAT 
actuan como un vinculo directo entre las citoquinas y los receptores de los fac¬ 
tores de crecimiento en la superficie de la celula por un lado. y la regulacion de 
la expresión genica en el nucleo por el otro 


Transducción de senales y citoesqueleto 

Las secciones precedentes se han centrado en las vias de senalizacion que 
regulan variaciones en el metabolismo o en laexpresión genica, en respuesta a 
las hormonas y a los factores de crecimiento. Sin embargo, las funciones de la 
mayoria de las celuias tambien estan influidas directamente por la adhesión 
celular y por la organizacióndel citoesqueleto, Asi, los receptores responsables 
de la adhesión celular inician vias de senalizacion intracelular que regulan otros 
aspectos del comportamiento celular, incluyendo a la expresión genica. Asirmis- 
mo, los factores de crecimiento inducen eon frecuencia aiteraciones en el ci- 
toesqueleto, que causan el movimiento de la celula o cambios en su forma. De 
esta manera, los componentes del citoesgueleto actuan igualmente como re¬ 
ceptores y como dianas en las via$ de senalizacion celular, integrando la varia- 
ción en la forma y el movimiento celular eon otras respuestas celulares. 

Integrinas tf transducción de senales 

Como ya se trato en los Capifulos 11 y 12, las integrinas son los principales 
receptores responsables del anelaje de las celuias a la matrlz extracelular. En 
dos tipos de uniones celula-matriz (adhesiones focales y hemidesmosomas), 
las integrinas tambien interaedonan eon componentes del citoesquefeto 5 pro- 
moviendo un vinculo estable entre la matriz extracelulary las celuias adheridas 
(vease Fig. 12.62). Ademas de este papel estructural, las integrinas sirven 
como receptores que activan vias de senalizacion intracelular, por lo que con- 
trolan la expresión genica y otros aspectos del comportamiento celular en res¬ 
puesta a la adhesión celular. 

Al igual que los miembros de la superfamilia de los receptores de dtoquinas, 
las integrinas tienen segmentos citoplasmaticos cortos que carecen de activi- 
dad enzimatica alguna. Sin embargo, la fosforilación de las proteina-tirosinas es 
una respuesta inmediata a la interacción de las integrinas eon los componentes 
de la matriz extracelular. lo que sugiere que las integrinas estan asociadas a 
proteina-tirosina quinasas no receptoras. Una via de senalizacion a partir de 
integrinas implica a la activación de una proteina-tirosina quinasa no receptora 
denominada FAK (toca/ adhesión k inase) (Fig, 13,39). Tal y como implica su 
nornbre, FAK se localtza en las adhesiones focales y se fosfonla rapidamente 
tras la unión de la integrina a componentes de la matriz extrace!ular, como la 
fibronectina. Al igual que otras protein a-lirosina quinasas f la activación de FAK 
implica la autofosforilación inducida por la agrupadón de integrinas adheridas a 
la matriz extraeelu!ar, La autofosforilación de FAK crea puntos de interacción 
para otras moleculas sehalizadoras que contengan dominios SH2, incluyendo 
miembros de la familia Src de proteina-tirosina quinasas no receptoras que fos- 
forilan puntos adicionalesde FAK. Como se ha visto previamente en el caso de 
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Figura 13.38 

Via JAK/ST AT. Las proteinas STAT son 
factores de transcripción eon dominios 
SH2. a traves de los cuales se unen a 
aquellas secuencias que contengan fosfo- 
tirosina. En las celuias no estimuladas, las 
proteinas STAT se eneuentran inactivas 
en el citosoL La estimulación de los recep¬ 
tores de citoquinas provoca que a estos 
se unan las proteinas STAT. siendo en- 
tonces fosforiladas por las protema-tirosi- 
na quinasas JAK, asociadas al receptor. 
Las proteinas STAT fosforiladas se dime- 
rizan y se translocan al nucleo, donde ac- 
tivan la transcripción de los genes diana. 
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Medicina molecular 
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Cancer, transducción de seńales y oncogenes ras 


La enfermedad 

El cancer acaba eon la vida de, 
aproximadamente, una de cada 
cuatro americanos, 
contabilizandose 550,000 muertes 
al ano en los Estados Unidos. Hay 
mas de cień tipos de cancer 
diferentes pero algunos son mas 
comunes que otros, En este pats, 
los canceres letales mas freeuentes 
son fos de pulmón y colon que 
suman el 40% de las muertes 
totales por cancer. Otros 
contribuyentes a la mortalfdad por 
cancer incfuyen al cancer de mama, 
prostata y panereas, responsables 
aproximadamente del 7 f 2%, 5,2% y 
el 5,4% respectivamente de las 
muertes por cancer en Estados 
Unidos, 

La caracterfstica comun de todos 
los canceres es la profiferación 
incontrolada de las cólulas 
cancerosas, que acaban 
diseminandose por todo e! 
organlsmo, invadiendo los órganos 
y tejidos sanos, lo que lleva a la 
muerte del paciente. La drugi a y la 
rad i ot e ra p ta so n t rata m lento s 
eficaces para aquellos canceres que 
estan localizados, pero no alcanzan 
a aquellas celulas cancerosas que 
se han diseminado a zonas 
distantes en el organlsmo. Por lo 
tanto, e! tratamlento de estos 
canceres reguiere de la 
quimioterapia. Por desgracia, los 
agentes guimioterapeuticos 
dtsponibles en la actualidad no 
actuan especificamente sobre Jas 
celulas cancerosas. La mayona de 
eilos dańan el ADN o interfieren 
eon la smtesis del ADN por io que 
tambien acaban eon aguellas 
celulas sanas que tengan gran 
capacidad de divtsión, como son las 
celulas epiteliales de la superlicie 
del tracto digestivo y las celulas 
hematopoyeticas de la medula 
ósea. La toxicldad de estos 


medicamentos limita su efectividad, 
y muchos canceres no se elimlnan 
mediante aquellas dosis de 
quimioterapia que el paciente pueda 
tolerar. Por lo tanto, aunque se ha 
avanzado mucho en el tratamiento 
del cancer, casi la mitad de los 
paclentes a los que se diagnostica 
un cancer acaban muriendo de 
dicha enfermedad. 

Bases moleculares 
y ceiuiares 

La identificación de los genes virales 
que convierten a las celulas 
normales en celulas cancerosas, 
como el gen sre del RSV, demostró 
por primera vez que los canceres 
pueden ser causados por la acción 
de genes espedficos (oncogenes). 
A partir del deseubrimiento de que 
los oncogenes virales estan 
relacionados eon genes de las 
celulas sanas, se postuló la 
hipótesis de que los canceres no 
inducidos por virus (que incfuyen a 
la mayona de los canceres 
humanos) se deben a mutaciones 
en los genes de la celula sana, lo que 
da lugar a oncogenes de origen 
celular en vez de ohgen virico. Estos 
oncogenes ceiuiares se identrticaron 
en los canceres humanos en 1981. 
Seguidamente, se deseubrió que los 
oncogenes humanos del cancer de 
vesicula, pulmón y colon, estaban 
relacionados eon los genes ras, 
previamente identificados en los 
virus causantes de sarcoma en 
ratas. 

Aunque ahora se conocen 
muchos genes diferentes que 
desempenan un papel imporiante 
en el desarrollo del cancer, las 
mutaciones en los genes ras siguen 
siendo una de las alteraciones 
geneticas mas comunes en los 
tumores humanos. Los oncogenes 
ras mutados se eneuentran, 
aproximadamente, en el 20% de 


todos los canceres humanos, 
incluyendo e! 25% de canceres de 
pulmón, el 50% de canceres de 
colon y mas del 90 % de los 
canceres de panereas. Mas aun, la 
acción de los oncogenes ras 
relaciona claramente el desarrollo 
del cancer en el hombre eon las 
alteraciones en las vias de 
senafización que regulan la 
prolife ración celular. Las 
mutaciones que convierten a los 
genes ras en oncogenes ca u san la 
disminución de la hidrólisis del GTP 
por las protemas Ras. Por 
consiguiente, las protemas 
oncogenicas Ras mutadas 
permanecen en su forma activa, 
unlda al GTP, en vez de alternar 
entre !a forma actrva e inacfiva en 
respuesta a las senales 
extracelulares. Por lo tanto, las 
protemas oncogenicas Ras estan 
estimulando continuamenle la via 
de las guinasas MAP t lo que supone 
una proliferacion celular contlnuada 
incluso en ausenda de aquellos 
factores de crecimiento necesarios 
para actlvar Ras y tas demas 
senales intracelulares. 



Un pól i po de colon hu ma no (un estadio tempra- 
no del eśneer de colon). Los oncogenes ras 
contribuyen al desarrollo de aproximadamente 
la mitad de todos los canceres de colon. (E. P. 
Ewing, Jr, r Centers for Oisease Control.) 


los receptores de factores de crecimiento, la fosforilación en tirosinas de FAK 
crea sitios de unión para dominios SH2 de otras moleculas sehalizadoras, inclu¬ 
yendo la fosfolipasa C-y, PI S-guinasa y el complejo Grb2-Sos. El reclutamiento 
del factor de intercambio de nucteótidos de guanina Sos desencadena la activa- 
ción de Ras t que a su vez acopla a las integrinas a la activación de la vi'a ERK. 
Asi, la activación de las proteina-tirosina guinasas FAK y Src por parte de las 
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Cśncer, transducción de senales y oncogenes ras (continuación) 


Prevención y tratamiento 

El descubrimiento de oncogenes 
mutados en los canceres humanos, 
lleva consigo la posibilidad de 
disenar drogas dirigidas 
especificamente contra las 
protein as oncogenicas. En 
principPOs estas drogas podnan 
actuar selectivamente contra las 
celulas cancerosas, resultando 
menos tóxicas sobre las celulas 
normales que los agentes 
q u i m i ote rape ut i cos 
convencionales. Debido a que ras 
se encuentra mu ta do eon 
freeuencia en los canceres 
humanos, las proteinas Ras han 
suscitado mucho interes como 
dianas potenciales de 


medicamentos U na caracteristica 
importante del funeionamiento de 
las proteinas Ras, es que son 
destinadas a la membrana celuiar 
medianie la adición 
postraduccional de un lipido (un 
farnesil isoprenoide) a su extremo 
C-terminal Aunque la farnesilación 
no es exclusiva de Ras, es una 
modificación de las proteinas 
celuiares reiativamente poco 
freeuente, lo que ha llevado a 
diversos grupos de investigadón a 
desarrolfar inhibidores de la enzima 
farnesil transferasa como drogas 
potenciales dirigidas 
especificamente contra Ras. Se ha 
ballado que estas drogas no sólo 
impiden la localización de Ras en la 


membrana y su función, sino que 
tambien actuan frente a las celulas 
tumorales humanas. Al menos 
cuatro inbibidores de la farnesil 
transferasa se estan evaluando 
actualmente en ensayos clmtcos, 
por lo que muy pronto ya 
tendremos información disponible 
acerca del potencial de estas 
drogas en el tratamiento de los 
canceres humanos. 

Referenda 
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Figura 13,39 

Sehalización por integrinas. La unión 
de Integrinas a la matriz extracelularda lu- 
gar al agrupanmento de integrinas y la actF 
vación de FAK por autofosforilación. A 
continuación, Src se une al domtnio de 
autofosforilación de FAK y fosforila a FAK 
en residuos de tirosina adieionales. Las 
fosfoti rosi nas de FAK actuan como sitios 
de unión para una vanedad de moleculas 
seńalizadoras, incluyendo al compiejo 
Grb2-Sos P que da lugar a la activación de 
Ras, PI 3-quinasa y la fosfolipasa C-y, 
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integrinas asocia la adhesión celular a las mismas vias de seńalización que 
regulan la expresión genica, la proliferación celular y la supervivencia de la celu- 
la r que se activan en respuesta a los factores de crecimiento. Adicionalmente, 
las integrinas pueden interaccionar y estimular las actividades de receptores 
proteina-tirosina quinasa, como e! receptor de EGF, dando lugar a la activación 
paralela de vias de seńalización estimuladas por factores de crecimiento y por 
la adhesión celular. 


Figura 13.40 

Regulación del remodelado de la actP 
na por Jas proteinas de ta familia 
Rho. Diferentes miembros de la familia 
Rho regulan la polimerización de la acti- 
na dando lugar a filopodios (Gdc42) j la- 
melipodios (Rac) y adhesiones focales y 
fibras de estres (Rho). Las micrograhas 
de fluorescencia muestran la distobución 
de la actina tras la microinyección en fr- 
broblastos de Cdc42, Rac y Rho. (A partir 
de C.D. Nobesy A.Hall, 1995. Celi 81:53.) 


Regulación del citoesąueleto dc actina 

Las respuestas de la celula a las senales extracelulares ; incluidos los factores 
de crecimiento, eon frecuencia suponen alteraciones en la motilidad y en la for¬ 
ma celular. Por ejemplo, las alteraciones en la motilidad celular (asi como en la 
proliferación celular) inducidas por los factores de crecimiento desempeńan un 
papel determinanta en procesos tales como la cicatrizadón de heridas o el de¬ 
sa rroll o embrionario, Como ya se trato en el Gapitulo 11, estos aspectos del 
comportamiento celular son dirigidos por el citoesqueleto de actina. En concre- 
to, muchos tipos de movimiento celular estan basados en el proceso dinamico 
de polimerización y despolimerización de los filamentos de actina adyacentes a 
la membrana plasmatica. Por lo tanto, el remodelado del citoesqueleto de actina 
es un proceso fundamental en la respuesta de muchas cełulas a los factores de 
crecimiento y a otros estfmulos extrace!ufares. 

Los miembros de la subfamilia Rho de proteinas pequenas de unión a GTP 
(incluidos Rho, Rac y Cdc42) desempeńan un papel central en la regulación 
de la organización del citoesqueleto de actina, y por tanto T controlan diversos 
procesos celulares, incluidos la motilidad celular, la adhesión celular y la citocine- 
sts. El papel de los miembros de la familia Rho como reguladores de diferentes 
aspectos del remodelado de la actina fue dilucidado, por primera vez, mediante 
estudios acerca de [a respuesta de los fibroblastos a la estimulación por factores 
de crecimiento (Fig. 13,39). Las alteraciones del citoesgueleto, debidas a la esti¬ 
mulación por los factores de crecimiento, inclutan la formación de evaginaciones 
de la superficie celular (filopodios, lamelipodios y ondulaciones en la membrana) 
asf como la formación de adhesiones focales y fibras de estres. La microinyec- 
ción en cel u las, de mutantes especificos de diferentes miembros de la familia 
Rho, ha demostrado que Cdc42 induce la formación de filopodios, Rac media 
la formación de lamelipodios y Rho es responsable de la formación de fibras de 
estres. 
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Estudios posteriores han demostrado que la actividad de los miembros de la 
familia Rho no se restringe a los fibroblastos: desempeńan un papel similar en la 
regulación del citoesquelefo de actina en todas las celulas eucariotas. Por ejemplo, 
Rho se reguiere para la citoclnesis (la división celular que sigue a la mitosis) que se 
produce mediante un anillo contractil de miosina y actina (vease Fig. 11.27). En 
las neuronas, Rac t Cdc42 y Rho regulan la extensión y la retracción de los 
axones durante el desarrollo del sistema nervioso. En las celulas de! musculo liso, 
Rho contribuye a la regulación de la contracción. En las celulas epltellales, los 
miembros de la familia Rho regulan la formación de uniones tipo adherens , que 
suponen la unión de las cadherinas al citoesgueleto de actina (vease Fig. 12.64). 
Por lo tanto, los miembros de la familia Rho sirven como reguladores universales 
de! citoesqueleto de actina, acoplando las seńales extracelulares a las variacio- 
nes en el movimiento y en la forma celular. Ademas, los miembros de ta familia 
Rho pueden activar las v«as de seńalización de las MAP quinasas, dando lugar 
a cambios en la expresión genica, ademas de afectar a otras actividades celula- 
res como el transporte vesicular y la potaridad celular. 

Se han identificado un gran numero de proteinas como dianas potenciales 
de Rho f Rac y de Gdc42, y aun ha de establecerse el papel de estos candidatos 
a protefnas diana. Una de las dianas principales de Rho en la regulación de las 
alteraciones crtoesqueleticas es una proteina-serina/treonina quinasa denomi- 
nada PKN (Fig. 13.41). La activación de PKN aumenta la fosforilación de las 
cadenas ligeras de la miosina II por dos mecanismos: PKN no solo fosforila 
directamente la cadena ligera de la miosina, sino que tambien fosforila e inhibe 
la fosfatasa de ta cadena ligera de miosina. El aumento resultante de fosforila¬ 
ción en la cadena ligera de miosina, activa a la miosina y da lugar al ensamblaje 
de filamentos de actina-miosina, lo que resutta en alteraciones citoesqueleticas 
como la formación de fibras de estres y de adhesiones focales, uniones adbe- 
rentes y citocinesis* Tanto Rac como Cdc42 dan lugar a la formación de prolon- 
gaciones de la superflcie celular (filopodios y larnelipodios) estimulando la poli- 
merización de actina. Este proceso parece estar mediado por diversas dianas 
de Rac y Cdc42 que pueden asociarse eon el complejo Arp2/3 (vease Fig. 11.5) 
para inducir la formación de filamentos de actina, pero los detalles de estas 
interacciones todavia no se conocen. 
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Figura 13,41 

Regulación de fosforilación de la cade¬ 
na ligera de miosina por Rho, Rho acti- 
va la proteina quinasa PKN, que fosforila 
la cadena regutadora ligera de la miosina 
I I, e inhibe a la fosfatasa de la cadena lige¬ 
ra de miosina. El ineremento resultante de 
fosforilación de ta cadena ligera, aetiva a 
la miosina II, dando lugar al ensamblaje 
de filamentos de actina-miosina y a la for¬ 
mación de fibras de estres. 


Seńalización en el desarrollo y en la diferenciación 

La comprensión de los mecanismos molecuiares que dirigen e! desarrollo ani- 
mal es uno de los principales retos de la biologia molecular y celular actual. A 
partir de una unica celuia, el huevo fecundado, se generan los distintos tipos 
celulares que constituyen el organismo, y estos se organizan en tejidos y órga- 
nos. Tanto la diferenciación celular como el desarrollo de las estructuras corpo- 
rales, han de ser reguladas por complejas vias de senalización intercelular que 
coordinan la actividad de tas celulas individuales y, en ultima instancia, dan lugar 
a organismos tan complejos como el ser humano, Aunque un tratamiento exhausti- 
vo de la biologia del desarrollo va mas alla del objetivo de este libro, si es necesa- 
no destacar que se han realizado avances significativos en el desciframiento de 
las vfas de seńalización responsables de algunos de los procesos de diferencia¬ 
ción y desarrollo. Aqui se trataran tres ejemplos de estas was de seńalización. 

Via del receptor tirosina quina$a/Ras/RafłERK 
en Drosophila t/ en C elegans 

La seńalización a traves de receptores tirosina quinasa que activan la via de la 
Ras/Raf/ERK reguła ta diferenciación y el desarrollo de muchos tipos celulares, 
Un ejemplo bien estudiado en los vertebrados lo proporciona la diferenciación 
de las neuronas, que esta medlada por la activación del receptor del factor de 
crecimiento nervioso (un receptor tirosina guinasa), y la consiguiente estimula- 
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Figura 13,42 

Ojo compuesto de Drosophiła. (A) Micrografia al 
microscopio electronico de barrido que muestra el 
ojo compuesto, constituido por unas 800 unidades 
individuales. (B) Gada unidad esta constltulda por 
acha neuronas foto r recepto ras (designadas R1 a 
R8) que se desarroltan en un orden y segun un pa¬ 
tron ftjo. (A, cortesia de T Venkatesh, City College 
of New York.) 


ción de la via Ras/Raf/ERK. Sin embargo, ei papel clave de esta vfa en el desa- 
rrollo se ha demostrado de una manera mas clara en los organismos modelo 
Drosophiła y C. eiegans. 

La sehalización a traves de la via Ras/Raf/ERK desempeha un papel funda- 
mental en el desarrollo del ojo compuesto de Drosophiła , lo que tambien ilustra 
el papel de la seńalización directa celula-celula en la diferenciación. Ei ojo com¬ 
puesto de Drosophiła esta constituido por 800 unidades indiyiduales, cada una 
de las cuales tiene ocho neuronas fotorreceptoras (R1 a R8) y 12 celu las eon 
función de lente o enstalino {Fig. 13.42). Las neuronas fotorreceptoras se desa- 
rrollan segun una secuencia predeterminada, comenzando eon la diferencia¬ 
ción de R8. R8 induce la diferenciación de dos celulas vecinas para dar lugar a 
los fotorreceptores R2 y R5. A continuación, R2 induce la diferenciación de las 
celulas vecinas dando lugar a R1 y R3, y R5 induce a las celulas vecinas a 
diferenciarse en R4 y R6. Por ultimo, la diferenciación de R7 esta inducida me¬ 
dianie la interacción eon R8. Las celulas del cristalino se desarrollan a partir de 
aquellas que no se han diferenciado en fotorreceptores. 

La via de seńalización que conduce al desarrollo de la celula R7 se ha carac- 
terizado en detalle, a partir del aislamiento de moscas mutantes en las que no 
se produce el desarrollo de R7 (Fig. 13.43). Uno de estos mutantes {seveniess) 
se debe a la alteración en un gen que codifica un receptor protefna-tirosina 
quinasa ; que se expresa en precursores de celulas R7. Otro mutante denomina- 
do boss (del acrónimo de bhde-ohsevenfess) es debido a alteraciones en un 
gen que codifica una proteina de superficie celular expresada por las celulas 
RS. Boss es el ligando de Sevenless, por lo que la interacción directa celula- 
celula entre R8 y la celula precursora, activa a la protema-tirosina quinasa Se- 
venless. Otros estudios muestran que la diferenciación celular inducida por Se- 
venless tambien requiere de Raf y Ras, lo que significa que se activara la via de 
la MAP quinasa ERK y la fosforilación de los factores de transcripción responsa- 
bles de la diferenciación de R7. 

El desarrollo de la vulva en el nematodo C etegans es otro ejemplo en el que 
el papel de la via Ras/Raf/ERK se ha dilucidado a partir del analisis genetico. En 
este sistema, en primer lugar, se diferencia una unica celula conviertiendose en 
una celula de anclaje gonada! que asocia la vulva al utero. Entonces, la celula 
de anclaje induce la diferenciación de tres celulas precursoras, que proliferan 
hasta formar las 22 celulas de la vulva. 

Ei aislamiento de mutantes en los que no se desarrolla la vulva ha permitido 
la caracterización de varios genes necesarios para la inducción de la vulva, 
mostrando la via medianie la que fa cefula de anclaje seńaliza la diferenciación 


Figura 13.43 

Inducción de la diferenciación de R7, La diferenciación de !a neurona fotorreceptora 
R7 se induce mediante el contacto de la celula precursora eon R8. La proteina Boss, en la 
superficie de la celuta R8 : es el ligando del receptor protefna-tirosina quinasa Sevenless, 
que se expresa en las celulas precursoras de R7. La estimulación de Sevenless activa la 
vfa Ras/Raf/quinasa MAP ERK. 
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Figura 13.44 

Inducción de la \/ulva en C. ełegans. La 

celula de anclaje gonada! secrela Lin-3, 
que esta relacionada eon el EGF Lin-3 es- 
timula a Lin-23, un receptor protefna-tiro- 
sina quinasa expresado por las celulas 
precursoras de la vulva. Lin-23 activado 
estimula la via Ras/Raf/ERK. ERK fosfori- 
la a dos factores de transcripción (Lin-1 y 
Lin-31), que inducen atres celulas precur¬ 
soras de la vu!va a proliferar y a diferen- 
ciarse. dando lugar a las 22 celulas de la 
vulva. 


de las celulas precursoras (Fig. 13.44). Uno de estos genes, lin-3 t codifica para 
una proteina relacionada eon el factor de crecimiento de mamiferos EGF. La 
proteina Lin-3 es secretada por las celulas de anclaje y se une a un receptor 
(Let-23) que se expresa en la superficie de las celulas precursoras de la vulva, 
Let-23 es un receptor protema-tirosina guinasa relacionada eon el receptor del 
EGF de los mamiferos. Otros genes necesarios para la inducción de la vulva 
incluyen a lei-60 y a Iin-45. que codifican respectivamente a las protemas Ras y 
Raf de C. elegans , Por lo tanto, el desarrotlo de la vulva en C.elegans supone 
que un receptor proteina-tirosina quinasa se active por un factor de crecimiento, 
y la consigutente activación de la via de serial i zación Ras/Raf. Esto conduce a 
que se active la quinasa MAP ERK, que fosforila a dos factores de transcripción 
(Lin-1 y Lin-31) responsables de la inducción de la vulva. 


Hedgehog y Wnt 

Las v(as de Hedgehog y de Wnt son sistemas de senalización que estan inti- 
mamente relacionados y desempeńan un papel fundamenta! en la determina- 
don del destino celular durante el desarrollo embrionario. Tanto la via de Hed¬ 
gehog como la de Wnt se describieron por primera vez en Drosophiia, pero se 
han encontrado miembros de la familia Hedgehog y Wnt que controlan un gran 
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Figura 13.45 

Seńalización por Hedgehog. El poJI- 
peptido Hedgehog, modificado por Ja adi- 
ción de colesterol, se une a Patched en la 
supedicie de la celula diana. Esto anula la 
inhibición de Smoothened por Patched. lo 
que permite a Smoothened propagar una 
serial intracelular. La senat desde SmooL 
hened desensambla un complejo en el 
que el factor de transcripción Cubitus Inte- 
rruptus (Ci) se encuentra unido a los mi¬ 
crotubulos a traves de la proteina Coastal, 
junto eon la proteina guinasa Fused, Den- 
tro de este complejo, Ci se escince para 
formar un repesor transcripcional (Ci75). 
La separación del complejo permite que la 
Cii 55 se transtoque al nucfeo donde acti- 
va la transcripción de sus genes diana. 


numero de procesos responsables de la generaeión del patron celular durante 
el desarrollo embrionario, tanto en vertebrados como en invertebrados. Ejem- 
plos de los procesos regulados por estas vias de seńalización son la determina- 
ción de los tipos celulares y la construcción de! patron celular durante el desa¬ 
rrollo de las extremidades, del sistema nervioso ; del esqueleto, pulmones, pelo. 
dientes y gónadas, 

Los genes hedgehog (uno en Drosophila y al menos tres en vertebrados) 
codifican protefnas secretadas que son modificadas por la adición de colesterol, 
Parece serque esta modificación permite el anclaje de los polipeptidos a la super- 
licie celular, lo que limita el campo de acción de esta via. El receptor funciona! 
para Hedgehog esta constituido por dos protefnas transmembrana, Patched y 
Smoothened (Fig. 13.44). Hedgehog se une a Patched, que actua como un regu- 
lador negativo de Smoothened. La unión de Hedgehog a Patched permite a 
Smoothened propagar una seńal intracelular. Smoothened tiene siete helices a 
transmembrana, y por lo tanto, su estructura es similar a la de los receptores 
acoplados a protefnas G (vease Fig. 13.10). Sin embargo, Smoothened no esta 
acoplado a una proteina G y el mecanismo de sehafización desde Smoothened 
todavia no se ha descifrado. En Drosophila (Gli en mamiferos), la diana de la 
seńalización por Smoothened es un factor de transcripción denominado Cubitus 
Interruptus (Ci) t que se encuentra formando un complejo eon la proteina quinasa 
denominada Fused y eon la proteina denominada Coastal, que a su vez esta 
relacionada eon la quinesina. En ausencia de la seńalización por Smoothened, 
este complejo se encuentra asociado eon los microtubulos, presumiblemente me¬ 
dianie la interacción de Coastal eon la tub ul i na, y Ci se escinde para generar un 
represor transcripcional (Ci75), La activación de Smoothened provoca la disocia- 
ción del complejo de los microtubulos y la translocación de Ci de secuencia com- 
pleta (Cii 55) al nucleo, donde activa la transcripción de sus genes diana. Hay que 
destacar que entre las dianas de Ci se incluyen genes que codifican para miem- 
bros de la familia Wnt, lo que proporciona un vinculo directo entre las vias de 
seńalización de Hedgehog y Wnt. 

Las proteinas Wnt son una familia de factores de crecimiento secretados 
que se unen a receptores de la familia Frizzled {Fig. 13.45). Los receptores 
Fnzzled estan relacionados eon Smoothened e igualmente tienen siete helices 
% transmembrana y no estan acoplados a proteinas G. La seńalización desde 
Frizzled provoca la fosforilación de una proteina citoplasmatica denominada 
Dishevelled y la inhibición de la proteina quinasa glucógeno sintetasa quinasa-3 
(GSK-3). La GSK-3 fosforila y estlmula la degradación de la //-catenina, que se 
vio en el Capitulo 11 como una proteina transmembrana que conecta a las cad- 
herinas eon la actina en las uniones adherentes (ver Fig. 11.15). Resulta intere- 
sante el hecho de que conectar las cadherinas a la actina es solo u no de los 
papeles de la /Fcatenina. En la seńalización mediada por Wnt, la /Fcatenina 
actua como un regulador directo de la expresión genica, formando un complejo 
eon miembros de la familia Tcf/LEF de factores de transcripción. La asociación 
de la //-catenina convierte a los miembros de la familia Tcf/LEF de represores a 
activadores de la transcripción, desencadenando la expresión de genes diana 
que codifican otras moleculas seńalizadoras y una variedad de factores de 
transcripción que controlan el destino celular. 

Sena l i z a c i a u p o r N o tch 

La via de Notch es otrą vfa de seńalización aitamente conservada que controfa 
el destino celular durante el desarrollo animaL Al igual que ta via de seńalización 
que conducia a la difereneiación de fa neurona fotorreceptora R7 en Drosophila , 
la seńalización por Notch es un ejemplo de interacción directa celula-celula du¬ 
rante el desarrollo. Funciona en todos los estadios de! desarrollo para regular la 
proliferacjom supervivencia y difereneiación celular en organismos que van des¬ 
de Drosophila y C. elegans hasta el ser hu mano 
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Figura 13.46 

Via de Wnt. Los polipeptidos Wingless (Wnt) se unen e los receptores de la superficie 
celular de la familia Frizzled. La senalización desde Frizzled conduce a la Inhibición de la 
proteina quinasa GSK-3, dando lugar a la estabilización de la /f-catenina, que forma un 
complejo eon los factores de transcripción Tcf/LEF. Esto transforma a los miembros de la 
familia Tcf/LEF de represores a ac!ivadores, estimulando la expresión de genes diana. 


Notch es una proteina grandę, eon un unico dominio transmembrana, que 
actua como receptor de protemas transmembrana (p. ej. t Delta) de la superficie 
de celulas adyacentes (Fig. 13.47). La estimulación de Notch inicia una via de 
activacion de la transcripción nueva y directa. En concreto, la unión del ligando 
provoca la ruptura proteolitica de Notch y, entonces, el dominio intracelular de 
Notch se transloca al nucleo. El dominio intracelular de Notch interacciona eon 
otro factor de transcripción (denomtnado Su(H) en Drosophiia o CBF-1 en ma- 
miferos) e induce ta expresión de sus genes diana. At iguat que en la via de 
senalización de Wnt, entre los genes diana de Notch se eneuentran genes que 
codifican para otras profeinas reguladoras de la transcripción, cuya función es 
determinar el deslino celular. 


Regulación de la muerte celular programada 

La muerte celular programada es un mecanismo fisiológico normal de muerte 
celular, que desempeha un papel fundamental en el mantenimiento de los tejidos 
adultos y en el desarrollo embrionario, En el adulto, la muerte celular programada 
es la responsable de que se mantenga el equilibrio eon la proliferación celular, y 
de mantener constante el nu mero de celulas en aquellos tejidos sometidos a un 
continuo reeambio celular. Por ejemplo, en los humanos, dlariamente se elimi- 
nan unas 5 x 10 11 celulas sanguineas mediante la muerte celular programada, 
equilibrandoasf su producción constante por la meduia ósea. Ademas, la muer¬ 
te celular programada constituye un mecanismo de defensa mediante el que las 
celulas alteradas, potencialmente peligrosas, son eliminadas por el bien del or- 
ganismo. Las celulas infectadas por virus eon frecuencia sufren la muerte celu¬ 
lar programada, lo que evita que se generen nuevas particulas viricas y que se 
propague e! virus por el organismo hospedador. Otro tipo de alteraciones, como 
las lesiones en el ADN, tambien inducen la muerte celular programada. En este 
caso, se eliminan las celulas portadoras de mutaciones potencialmente dani- 
nas, incluyendo aguellas celulas eon mutaciones que pudieran desembocar en 
el desarrollo de un cancer. 

Durante el desarrollo, la muerte celular programada desempeha un papel cla- 
ve eliminando aquellas celulas innecesarias en diversidad de tejidos. Por ejem- 
plo, es la responsable de eliminar los tejidos larvarios durante la metamorfosis 
de los insectos y anfibios, asi como de eliminar el tejido interdigital durante la 
formación de los dedos de los pies y de las manos. Otro caso bien caracterizado 
de muerte celular programada lo proporciona el desarrollo del sistema nervioso 
de los mamiferos. Durante aquel, se produce un numero excesivo de neuronas 
y se eliminan por muerte celular programada hasta el 50 % de las neuronas en 
desarrollo. Aquellas que sobreviven se seleccionan por haber realizado correc- 
tamente la conexión eon sus celulas diana, las cuales secretan factores de cre- 
cimiento que permiten la supervivencia celular mediante el bloqueo del programa 


Figura 13.47 

Senalización por Notch. Notch actua como un receptor de proteinas transmembrana 
(p. ej. f Delta) de las celulas adyacentes, en la senalización directa celuia-celula. La unión 
de Delta provoca la rotora proteolitica de Notch, liberandose el dominio intracelular de 
Notch, que se transloca al nucleo e interacciona eon un factor de transcripción [Su (FI) o 
CBFd ] y se induce la expresión gentea. 


Frizzled .. 

/ ™ 

Membrana 

plasmśtica 



Wnt 


Cltosol 



Axina 


/Tcatenina 




/ 



Citosol 

















580 • Sección IV • Regulación celular 


(A) 



Fragmentación del ADN 

Condensadón de 
1 r la cromatina 






Normal 



Apoptótica 


de muerte celular neuronaf. La supervivencia de muchos otros tipos celulares en 
animales depende, de igual manera, de factores de crecimiento o del contacło 
eon las celulas adyacentes o eon la matriz extracelular, por lo que se considera 
que la muerte celular prograrnada desempeńa un papel importante en la regula¬ 
ción de la asociación celular en los tejidos. La muerte celular prograrnada se 
reguła a traves de la actMdad conjunta de diversas vias de sehalización, algunas 
induciendo la muerte celular y otras promoviendo la supervivencia de la celula, 

Caspasas y apoptosis 

Frente a la muerte accidental de las celulas debida a una lesión aguda, la muerte 
celular prograrnada es un proceso activo que se caracteriza por una variación 
morfológica denominada apoptosis (Fig, 13.48), Durante la apoptosis, el ADN 
cromosomico $e fragmenta como resultado de la rotura entre los nucleosomas. 
La cromatina se condensa y, entonces, el nucleo se rompe en pequeńos trozos. 
Por ultimo, la celula se encoge y se rompe en fragmentos rodeados por membrana 
denominados cuerpos apoptóticos. Las celulas apoptóticas y estos fragmentos ce- 
lulares son reconocidos y fagocitados por macrófagos o celulas adyacentes, por io 
que las celulas que mueren por apoptosis son retiradas de los tejidos de manera 
efieaz. Por el contrario, las celulas que mueren debido a una lesión, se hinchan y se 
lisan liberando su contenido al espacio extracelular causando la inflamación. 

A partir del estudio de la muerte celular prograrnada durante el desarrollo de 
C.elegans , se han identificado tres genes que desempehan un papel dave en la 
regulación y la ejecución de la apoptosis, Durante el desarrollo normal del ne- 
matodo, se eliminan por muerte celular prograrnada 131 celulas somaticas de 
un total de 1090. Se reguieren dos genes, ced-3 y ced-4, para que tenga lugar ta 
apoptosis; si alguno de estos dos genes esta inactivado, no se produce la muer- 
te celular prograrnada normal. Un tercer gen, ced-9, funciona como un reguła* 
dor negativo de la apoptosis, Si ced-9 esta inactivado por mutación, las celulas 
que normalmente sobrevivinan son incapaces de hacerlo, entrando en apopto¬ 
sis, lo que conduce a la muerte del animal en desarrollo. Por el contrario, si 
ced-9 se expresa a niveles anormalmente altos T no se produce la muerte celular 
prograrnada normal. 

En mam iferos se han identificado genes relacionados eon ced-3 , ced-4 y ced- 
9 t y se ha encontrado que codifrcan protemas. consen/adas en la evołución, que 
son reguladores y efectores de apoptosis inducida por diversos estfmulos. Ced-3 
es el prototipo de una familia de mas de doce proteasas, denominadas caspasas 
porque tienen residuos de cisteina (C) en su sitio activo e hŁdrolizan a partir de 
residuos de acido aspartico (Asp) en la proteina sustrato. Las caspasas son los 
efectores ultimos de la muerte celular prograrnada, produciendo la apoptosis me- 
diante la rotura de mas de 100 proteinas celulares distintas. Entre las dianas de 
las caspasas se incluye un inhibidor de la ADNasa que, cuando se activa, es et 
responsable de la fragmentación del ADN nuclear. Ademas, las caspasas rom- 
pen las laminas nucleares, lo que lleva a la fragmentación del nucleo y de las 
protemas del citoesquelefo, lo que provoca la desorganización del citoesqueleto. 
la deformación de la membrana y la fragmentación de la celula. 

Las caspasas se sintetizan como precursores inactivos que se convierten a la 
forma activa por rotura proteolitica, catalizada por otras caspasas, Asi, la activa- 
ción inicial de una caspasa provoca una reacción en cadena que conduce a la 
activación de las otras caspasas y a la muerte de la celula. Por lo tanfo, la regula¬ 
ción de la activación de las caspasas es fundamental para determinar la supervi- 


Figura 13.48 

Apoptosis. (A) Representación esquematica de los sucesos que ocurren durante la 
apoptosis, (B) Micrografias al microscopio óptico de celulas de leucemia humanas norma- 
les y apoptóticas, mostrando la condensación de la cromatina y la fragmentación nuclear 
durante la apoptosis. (B, cortesia de D. R. Green/La Jofla Institute for Allergy and Immu- 
nology,) 
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vencia celular. Ced-4 y su homólogo en mamiferos (Apaf-1) se unen a caspasas 
e inducen su activación formando un complejo en el que dos caspasas se rompen 
y se activan la u na a la otrą. Por el contrario, Ced-9 inhibe la activación de las 
caspasas. Los mamiferos codtfican una familia entera de proteinas (denominada 
la familia Bcl-2) que estan relacionadas eon Ced-9, Algunos miembros de la familia 
Bcl-2, incluyendo a la propia Bcl-2, funcionan de manera anaioga a Ced-9 como 
inhibidores de la activación de las caspasas y de la muerte celular programada. Sin 
embargo, otros miembros de la familia Bcl-2 promueven la muerte celular. Las 
caspasas tambien estan reguladas por una familia de proteinas denominas 
lAPs, de proteinas /nhibidoras de la apoptosis, que inhiben la apoptosis me- 
diante la inhibición directa de la actividad caspasa. 

En las celulas de mamffero, los miembros de la familia Bcl-2 actuan en las 
mitocondrias, que juegan un papel central en el contro! de la muerte celular 
programada (Fig. 13.49), Una de las caspasas iniciadoras clave en las celulas 
de mamffero (caspasa 9) se activa, como Ced-3 en C. elegans, mediante la 
formación de un complejo eon el homólogo de Ced-4, Apaf-1. En mamiferos, 
la formación de este complejo tambien requiere el citocromo c, que es liberado 
de las mitocondrias por estfmulos que inician la apoptosis. Bajo condiciones 
normales de supervivencia celular, el citocromo c se localiza en el espacio inter- 
membrana mitocondrial (ver Fig. 10,8), mientras que Apaf-1 y la caspasa-9 se 
eneuentran en el citosol, de modo que la caspasa-9 permanece inactiva. Sin 
embargo, muchos estfmulos que inician la muerte celular, inciuido ei dano del 
ADN y la faita de factores de crecimiento, dan lugar a dańos en las mitocondrias 
que liberan el citocromo c al citosol. En el citosol, e! citocromo c se une a Apaf-1 
y desencadena la formación de un complejo multisubunidad Apaf-1/caspasa-9 
denominado apoptosoma, en el que se activa la caspasa-9 A continuación, la 
caspasa-9 escinde y activa a otras caspasas efectoras, como la caspasa-3, 
dando lugar, finalmente, a la muerte celular. Miembros de la familia Bcl-2 actuan 
en la membrana mitocondrial regulando la integridad mitocondrial y la liberación 



Pro caspasa-3 Caspasa-3 activa 


Figura 13.49 

Reguladores y efectores de la apopto¬ 
sis. En las celulas de mamifero t muchas 
sehales de muerte celular inducen apop¬ 
tosis como resultado de danos de las mi¬ 
tocondrias, resultando en la liberación de 
citocromo c y otras moleculas proapoptóti- 
cas como Smac/Diablo, del espacio inter- 
membrana. Los miembros de la familia 
Bcl-2 actuan en la membrana mitocondrial 
extema s regulando la integridad de la mu 
tocondria. La liberación del citocromo c de 
la mitocondria desencadena la formación 
de complejos (apoptosomas) que contie- 
nen Apaf-1 y caspasa-9, en los que se ac- 
tiva la caspasa-9. A continuación, la cas¬ 
pasa-9 activa a otras caspasas. como la 
caspasa-3, mediante escisión proteolitica. 
Las moleculas Smac/Diabto estimulan la 
muerte celular interfiriendo en la acción de 
los lAPs, que son inhibidores de las cas¬ 
pasas. 
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del citocromo c. Los miembros de la familia Bcl-2 que inhiben fa apoptosis 
(como !a propia Bcl-2) previenen !a liberación del citocromo c, mientras que los 
miembros de la familia Bcl-2 que estimufan la muerte celular actuan induciendo 
el dano mitocondrial, la liberación del citocromo c y la activación de las caspasas. 
Hay que destacar que el dano mitocondrial resulta no solo en la liberación del 
citocromo c, sino tambien de otras moleculas que estimulan la apoptosis. Estas 
incluyen a una proteina (denominada Smac/Diablo) que estimula la actividad 
caspasa interfiriendo eon fa acción de los lAPs. Como se estudia mas adelante, 
las caspasas, los miembros de la familia Bcl-2 y los lAPs son dianas criticas de las 
vias de senalización que controlan la supervivencia de las celulas de mamifero. 
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Receptores implicados en la muerte celular t/ la actwacióu 
de las caspasas 

Algunos polipeptidos secretados seńalizan la muerte celular programada a tra- 
ves de la activación de receptores que inducen directamente la apoptosis de la 
celula diana, Estas seńales responsables de la muerte celular son polipeptidos 
que pertenecen a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF)\ Se unen a 
miembros de la familia del receptor de TNF que seńaliza la apoptosis en varios 
tipos eelulares. Uno de los miembros de esta familia mejor caracterizado es el 
receptor de la superficie celular denominado Fas, el cual desempena un papel 
importante en el control de la muerte celular en el sistema inmune. Por ejemplo, 
la apoptosis inducida por la activación de Fas es la responsable de la muerte de 
aquellas celulas que resultan ser una diana del sistema inmune, como por ejem- 
plo las celulas cancerosas o las celulas infectadas por virus, asi como de elimi- 
nar el exceso de linfocitos tras la respuesta inmune, 

Los receptores implicados en fa muerte celular generan la senal de la apop¬ 
tosis activando directamente las caspasas (Fig. 13.50). El TNF y otros miem¬ 
bros similares de esa familia estan constituidos por tres cadenas polipeptidicas 
identicas, y su unión induce la trimerización del receptor. Las porciones cito- 
plasmaticas de los receptores se unen a las moleculas adaptadoras, las cuaies 
se unen a una primera caspasa denominada caspasa-8. Esto activa la caspasa- 
8 medianie autorrupfura, y p entonces, las moleculas activadas de caspasa-8 
pueden activar otras caspasas posteriores, iniciando de esta manera una cas- 
cada de caspasas que conduce a la muerte celular. 

La caspasa-8 no rompe solamente otras caspasas, sino que tambien rompe 
un miembro cle fa familia de BcL2 denominado Bid. Bid es uno de los miembros 
de fa familia de Bcl-2 que induce fa apoptosis, en vez de proteger de la misma. 
Normalmente se eneuentra en forma inactiva en el citosol. Sin embargo, la ruptura 
por la caspasa-8 permite a Bid translocarse a la mitocondria, don de altera la mem¬ 
brana y libera el citocromo c al citosol. Esto conduce a la activación de la caspasa-9, 
amplificando aun mas la cascada de caspasas que se inició por la activación 
directa de la caspasa-8 medianie los receptores implicados en la muerte celular. 

Senalización de Ja supervivencia celular 

La senalización mediante el TNF y otros polipeptidos relacionadoses un proce- 
so activo, en el que la activacion de los receptores de muerte celular induce la 
apoptosis. Otras Was de senalización actuan en fa direccsón opuesta T promovien- 
do la supervivencia celular mediante la inhibición de fa apoptosis. Estas vras de 
senalización controlan el destino de una gran variedad de celulas cuya supervi- 

Figum 13.50 

Receptores implicados en la muerte celular La unión del ligando al receptor Fas indu¬ 
ce la apoptosis activando directamente a la caspasa-8. E! Ugando de Fas esta constituido 
por tres cadenas polipeptidicas, de tal manera que su unión induce la trimerización del 
receptor Entonces. la caspasa-8 unida al receptor a traves de moleculas adaptadoras se 
activa por autorruptura, lo que a su vez activa a caspasas posteriores y conduce a fa 
muerte celufar. 
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vencia depende de factores de crecimiento extracelulares o de interacciones ce- 
lula-celula. AsE, la mayoria de las celulas en los animales superiores estan pro- 
gramadas para sufrir la apoptosis, a no ser que la muerte celular sea suprimida 
de manera activa por seńales de supervivencia enviadas desde otras celulas. 

Como ya se ha dicho, un ejemplo bien caracterizado de la muerte celular 
programadadurante el desarrollo lo proporciona el sistema nervioso de los ver- 
tebrados. Aproximadamente el 50% de las neuronas muere por apoptosis, 
mientras que las neuronas que han sobrevivido han recibido una cantidad sufi- 
ciente de seńales de supervivencia desde las celulas diana. Estas seńales de 
supervivencia son factores de crecimiento polipeptidicos relacionados eon el 
factorde crecimiento nen/ioso (NGF), que induce tanto !asupervivencia neuronal 
como la diferenciación a traves de la activación de un receptor protefna-tirosina 
guinasa. Otros tipos celulares dependen igualmente de factores de crecimiento o 
del contacto entre las ceiuias, lo que activa proteina-tirosina quinasas no recepto- 
ras asociadas eon las integrinas. 

Una de las principales vias de seńalización intracelular responsable de esti- 
mular la supervivencia celular esta iniciada por la enzima PI3-quinasa, que es 
activada por proteina-tirosina quinasas o por receptores acoplados a protefnas G, 
La PI3-quinasa fosforila al fosfolipido de membrana PIP a para formar PIP 3 , que a 
su vezactiva la proteina-serina/treonina quinasa Akt (ver Fig. 13.31). A continua- 
ción, Akt fosforila a un cierto numero de proteinas que regulan la apoptosis (Fig. 
13.51). Uno de los sustratos de Akt es un miembro de la familia Bcl-2 denominado 
Bad. Bad es uno de los miembros de la familia Bcl-2 (como Bid) que induce la 
muerte celular, estimulando la liberación de citocromo c desde la mitocondria. La 
fosforilactón de Bad por Akt crea un sitio de unión para proteinas que secuestran 
a Bad en el citosol, impidiendo asi su translocación a la membrana mitocondrial. 
Akt tambien fosforila a una variedad de factores de transcripción que regulan la 
supervivencia celular controlando la expresión de genes diana, los cuales inclu- 
yen miembros de la familia Bcl-2. Ademas, Akt fosforila a otrą proteina quinasa 
(GSK-3) que afecta a la apoptosis, potencialmente regulando tanto la transcrip¬ 
ción como la traducción de sus genes diana. Asi, la via PI3-quinasa/Akt reguła 


Figura 13,51 

Vi'a de la PL3 quinasa y supervivencia 
celular. Los factores de supervivencia 
como el NGF activan a receptores protei- 
na-tirosina quinasas, lo que Neva a la acti- 
vación de la Pt-3 quinasa y a la formación 
de PIP 3 . PIP 3 reduta la proteina quinasa 
Akt en la membrana plasmatica, donde se 
activa como resultado de la fosforifación 
por PDK. Entonces, parece que Akt fosfo¬ 
rila una serie de proteinas que contribu- 
yen a la supervivencia celular. Las dianas 
de Akt que han sido implicadas en la su- 
presión de la apoptosis incluyen a Bad. 
que es miembro de la familia de Bcl-2 T a la 
caspasa-9, a yarios factores de transcrip¬ 
ción y a la proteina quinasa GSK-3, que 
afecta al metabolismo celular y a la sinte- 
sis de las proteinas. 
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ia supervivencia celular a traves de una variedad de dianas, que pueden incluir 
a los lAPs y sus reguladores, ademas de los miembros de la familia Bci-2, 

La supervivencia celular esta mediada no solo por la seńalización PI3-qui- 
nasa/Akt, sino tambien por otras vias de seńalización, incluyendo las vias 
Ras/Raf/ERK. Un mecanismo por el que esta via inhibe la apoptosis, implica a 
la fosforilación y activación de una proteina gulnasa denominada RSK por parte 
de ERK Al igual que Akt. RSK fosforila al miembro de la familia Bcl-2, Bad, de 
modo que Bad funciona como un punto de corwergencia entre las vias de PI3- 
quinasa/Akt y ERK en la supervivencla celular. Adicionalmente, ERK y RSK 
fosfońlan factores de transcripclón que afectan a la expresión de genes que 
regulan la apoptosis. Asi. comprender las seńales y los mecanismos que con- 
trolan la supervivencia celular sigue siendo un area de inyestigacjón eon mu~ 
chas cuestiones que todavia deben ser contestadas. 


PALABRAS CLAVE 


seńalización endocrina, hormona, 
seńalización paracrina. seńalización 
autocrina 


hormona ester oidea, testosterona, 
estrógeno, progesterona, 
corticosteroide, glucocorticoide, 
mineraJocorticoide, ecdisona, 
brasinosteroide, hormona tiroidea, 
yitamina acido retinoico, retinoide, 
superfamiiia de los receptores de 
esteroides 


neurotransmisor 


hormona peptidica, neuropeptido, 
encefalina, endorfina, neurohormona, 
factor de crecimiento, factor de 
crecimiento nervioso (NGF), neurotrofina, 
factor de crecimiento epiderrrrico (EGF), 
factor de crecimiento derivado de las 
plaquetas (PDGF), citoguina, factor de 
crecimiento unfdo a la membrana 

eicosanoide, prostaglandina, 
prostaciclina, tromboxano, leucotrieno 


hormona vegetal T auxina, giberetfna, 
cjtoguinina, acido abscisico, etileno 


RESUMEN 

MOLECULAS SEŃALIZADORAS Y SUS RECEPTORES 

Tipos de seńalización celuia-celula: La mayoria de las moleculas senafi- 
zadoras son secretadas por una celula y se unen a los receptores que se 
expresan en una celula diana. En generał, los tipos de seńalización celuia- 
celula son tres {seńalización endocrina, paracrina y autocrina) en función de 
la distancia que tienen que recorrer las seńales. 

Hormonas esteroideas y la superfamiiia de fos receptores de esteroi¬ 
des: Las hormonas esteroideas, la hormona tiroidea, la yitamina 0 3 , y el 
acido retinoico son moleculas hidrofobicas pegueńas que difunden a traves 
de la membrana plasmatica de sus cel u las diana y se unen a receptores 
intracelulares. Los miembros de la superfamiiia de los receptores de esteroi¬ 
des funcionan como factores de transcńpción, reguiando directamente la ex- 
presión genica en respuesta a la unlón del figando. 

Óxido nftrico y monóxido de carbono: Los gases sencillos óxido nitrico y 
monóxido de carbono son moleculas importantes de ia seńalización paracri¬ 
na en el sistema nervloso y en otros tipos celulares. 

Wet/rofransm/sores; Los neurotransmisores son pequeńas moleculas hi- 
drofilicas que transportan las seńales en las sinapsis entre las neuronas o 
entre la neurona y otras celulas diana. Muchos neurotransmisores se unen a 
canales iónicos reguiados por figando. 

Hormonas peptidicas y factores de crecimiento: El tipo de moleculas se- 
ńalizadoras mas amplio y variado en los animales tienen caracter peptidico y 
oscilan entre unos pocos hasta mas de cień aminoacidos. Este grupo de 
moleculas incluye a las hormonas peptidicas, a los neuropeptidos y a los 
factores de crecimiento. 


Eicosanoides : Los eicosanoides son un tipo de lipidos que intervienen en Ja 
seńalización paracrina y autocrina. 

Hormonas i /egetales: Unas moleculas pequeńas, conocidas como hormo¬ 
nas vegetales, regulan el crecimiento y el desarrollo de la piania. 
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FUNCIONES DE LOS RECEPTORES DE LA SUPERFICIE CELULAR 

Receptores asociados a proteinas G: La mayor familia de receptores de la 
superficie eelular, que incluye a los receptores de muchas hormonas y neu- 
rotransmisores, transmite las senales a las dianas tntracelulares a traves de 
ta acción de proteinas G. 

Receptores proteina-tirosina ąuinasas: Los receptores para la mayoria 
de los factores de crecimiento son proteina-tirosina ąuinasas. 

Receptores de citoąuinas y protema-tirosina ąuinasas no receptoras: 

Los receptores para muchas citoquinas actuan en asociación eon proteina- 
tirosina ąuinasas no receptoras. 

Receptores asociados a otras actMdades enzimaticas ; Otro tipo de re~ 
ceptores de la superficie eelular induyen a las proteina-tirosina fosfatasas, a 
las protema-serina/treonina ąuinasas, y a las guanifato ciclasas. 

VIAS DE TRANSDUCCIÓN IMTRACELULAR DE SENALES 

Via dei AMPc: segundos mensajeros y ta fosforitación de proteinas: El 

AMP cielico es un segundo mensajero importante en la respuesta de las 
celulas animales a diversidad de hormonas y a moleculas olorosas. La ma- 
yona de las acciones dei AMPc estan mediadas por la proteina quinasa A. 
que fosforila tanto a enzimas metabólicas como al factor de transcripción 
CREB. 

GMP cidico: El GMP cielico tambien es un segundo mensajero importante 
en las celulas animales. Su papel mejor caracterizado es en la recepción 
visual en el ojo de vertebrados. 

Fosfotipidos y Ca 2 *: Los fosfolipidos y el Ca 2+ son segundos mensajeros 
comunes, que se activan eon posterioridad (tfowffsfream) a los receptores 
asociados a proteinas G y a las proteina ąuinasas, La hidrólisis det fosfa- 
tidil mositol 4 t 5 bifosfato (PIP 2 ) da lugar al diacilgNcerol y ai inositol 1,4,5, 
trifosfato (1P 3 ) que, respectivamente, activan a la proteina guinasa C y 
movilizan el Ca 24 de los reservorios intracelulares. Los niveles eievados 
de Ca 2+ intracelular activan varias proteinas diana, incluyendo a las pro¬ 
teina ąuinasas dependientes de Ca 24 /calmodulina. En !as celulas excita- 
bies electricamente del musculo y dei sistema nervioso, e! nivel de! Ca 2 ' 
citosólico aumenta al abrirse los canales de Ca 24 regulados por voltaje en 
la membrana plasmatica y los receptores de nanodrna en el reticulo sar- 
coplasmico y endoplasmico. El PIP ai ademas de ser hidrolizado a IP 3 y 
diacilglicerol, puede ser fosforitado dando lugar a un segundo mensajero 
distinto: el PIP 3 . Esto conlleva la activación de la proteina-serina/treonina 
guinasa Akt, quejuega un papel fundamentaf en la supervivencia eelular. 

Ras t Rafy vfa de ias ąuinasas MAP: La via de las ąuinasas MAP es una 
cadena de proteina ąuinasas conservada, que se activa a partir de varias 
senales extracelulares. En las celulas animales, las formas mejor caracten 
Ras, que inicta la cascada de proteina ąuinasas gue conduce a la activación 
de la ąuinasa MAP (ERK). Entonces, ERK fosforila a varias proteinas citosć- 
licas y nucfeares, incluyendo a factores de transcripción que inducen la ex- 
presión de genes tempranos inmediatos. Otras vias de las MAP ąuinasas 
median respuestas de las celulas de mamiferos a la inflannación y el estres. 
Los componentes de las vias de las MAP guinasas estan organizados por 
las proteinas scaffold, que juegan un papel importante en mantener la espe- 
dficidad de la sehalización de las MAP ąuinasas. 


proteina G, receptor asociado a proteina 
G, proteina G heterotrimerica 


receptor proteina-tirosina guinasa. 
autofosforilación, dominio SH2, dominio 
PTB 

su pertami l ia de los receptores de 
citoquinas, proteina-tirosina quinasa no 
receptora, Src, guinasa Janus (JAK) 


proteina-tirosina fosfatasa, factor de 
crecimiento transformante fi (TGF-(f)t 
p rotę ina- ser i n a/t re on i n a q u i na sa, 
guanilato ciciasa 


transducción intracelular de senales, 
AMP cielico (AMPc), segundo 
mensajero, adeniJato ciciasa, 
fosfod res terasa de AMPc, proteina 
quinasa dependiente de AMPc (proteina 
guinasa A), elemento de respuesta a 
AMPc (CRE), CREB 

GMP cielico (GMPc). rodopsina* 
trsnsducina, fosfod i este rasa de GMPc 


fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PIP,), 
fosfolipasa C, diacilglicerol, inositol 

1.4.5 trifosfato (IP 3 ), proteina quinasa C, 
ester de forbol, calmodulina, CaM 
guinasa. receptor de rianodłna, fosfatidil 
inositido (PI) 3 quinasa, fosfatidil inositol 

3.4.5 trifosfato (PIP 3 ), Akt 


quinasa MAP, ERK, Ras. Raf, MEK, factor 
de intercambio de nucleótidos de 
guanina, proteina activadora de la 
GTPasa, proteina pepueńa de unión a 
GTP, gen temprano inmediato, elemento 
de respuesta al suero (SRE), factor de 
respuesta al suero (SRF) T Elk-1, 
proteinas s caffold 
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via JA K/ST AT, proteina ST AT 


FAK 


Rho, Rac, Cdc4Z 


Hedgehog, Wnt 


Notch 


muerte celular programada, apoptosis, 
caspasa, E3c1-2, IAP, apoptosoma 


factor de necrosis tu morał (TNF) 


Vta JA K/ST AT; Las proteinas STAT son factores de transcripción que con- 
tienen dominios SH2, y que son activada$ directamente por protefna-tirosina 
guinasas asociadas a receptores de cttoquinas y a recepto res de factores de 
crecimiento 


TRANSDUCCfÓN DE SEŃALES Y CITOESGUELETO 

Integrinas y transducción de seńales: La umón de Jas integrinas a la ma- 
triz extracelular estimula las protetna-tirosina quinasas no receptoras FAK y 
Src ? dando lugar a la activación de la fosfolipasa C. la PI3-quinasa y las v*as 
de seńalización Ras/Raf/ERK. 

Regulación del citoesąueleto de Actina: Los factores de crecimiento indu- 
cen alteraciones en el movimiento y en la forma celular medianie la remode- 
lación de! citoesqueleto de actina. Estas alteraciones del citoesqueleto se 
producen a traves de miembros de la subfamilia Rho de proteinas pegueńas 
de unión a GTP. 


SEŃALIZACIÓN EN EL DESARROLLO Y EN LA DIFERENCIACIÓN 

Via del receptor tirosina quinasa/Ras/ERK en Drosophifa y C, elegans. 

El papel de la vfa Ras/Raf/quinasa MAP en el desarrollo se ha dllucldado a 
partir de estudios de la diferenciación de neuronas fotorreceptoras en Dro- 
sophiia y de la inducción de la vulva en C. elegans. 

Hedgehog y Wnt Las vias de sehaJización de Hedgehog y Wnt desempe- 
nan un papel clave en la determinación de! destino celular y en la generación 
del patron celular tanto en los embriones de invertebrados como de los verte’ 
brados. 

Seńalización por Notch: La via de Notch controla el destino celular a traves 
de interacciones directas ceiula-celula durante el desarrollo animaL 


REGULACIÓN DE LA MUERTE CELULAR PROGRAMADA 

Caspasas y apoptosis : La muerte celular programada desempeha un pa¬ 
pel fundamental tanto en el mantenimlento de los tejidos adultos como en el 
desarrollo embrionario. A diferencia de la muerte celular accidental debido a 
una lesión aguda, la muerte celular programada tiene lugar medianie el pro- 
ceso activo de la apoptosis, Los genes responsables de la regulación y eje- 
cución de la apoptosis se han conservado desde C. elegans hasta los huma- 
nos, Estos componentes de la maquinaria de la muerte celular tnduyen a 
una familia de proteasas (caspasas), que son los efectores de la apoptosis, 
asi como a proteinas que regulan la activación de las caspasas. En las celu- 
las de mamifero, la liberación de citocromo c desde las mitocondrias juega 
un papel clave en la imciación de la activación de las caspasas. 

Receptores implicados en la muerte celular y activación de las caspa¬ 
sas: Algunos polipeptidossecretados inducen Ja muerte celular programada 
mediante la activación de receptores que estan unidos directamente a las 
caspasas. 

Seńalización de la supervivencla celular: Muchas celulas dependen de 
seńales de supervivencia, generadas por factores secretados o por contac- 
tos celula-celula r que suprimen la apoptosis. La via PI3 quinasa/Akt es una 
via de seńalización principal, responsable de promover la supervivencia de 
!a celula. 
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Preguntas 

1. ^En que se diferencia (a seńalización 
paraerina de la endocrina? 

2. i Po r q uś I a may o rl a de i os li pos cel u- 
lares no emplean la seńalización autocri- 
na para estimular !a proliferación celular? 

3. iEn que difieren Ja seńalización por 
moleculas seńal hidrofóbicas, como las 
hormon as esterofdicas, de la seńalización 
por molecuias seńal hidrofilicas, como las 
hormonas proieicas? 

4. ^Cómo actua la aspirina para reducir la 
inflamacpón y la coagulación sanguinea? 

5. La proliferación de fas celulas tiroi- 
deas es estimufada por hormonas que ac- 
tivan un receptor asociado a G 5 . ^Cómo 
afectaran los inhibidores de la AMPc fos- 
fodiesterasa a la proliferación de estas ce¬ 
lulas? 

S. El receptor de la epinefrina esta aso- 
ciado a G.., mientras que el receptor de la 
acetilcolina (en las celulas del musculo 
cardiaco) esta asociado a G,. Supón que 
tienes que construir una molecula recom- 
binante que contenga las secuencias ex- 
tracelulares del receptor de la epinefrina 
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L a capacidad de autorreproducirse probablemente sea la caracteristl 
ca fundamental de las celulas —al igual que podna decirse de los seres 
vivos— Todas las celulas se reproducen mediante su división en dos, 
cada celula parental dando lugar a dos celulas hijas al finał de cada ciclo de 
división celular. Estas celulas hijas, a su vez pueden crecer y dividirse, dando 
lugar a una población celular a parlir del crecimiento y la división de una unica 
celula parental y de su progenię. En el caso mas sencillo, estos ciclos de creci¬ 
miento y división permiten a una unica bacteria, tras la incubación, durante una 
noche, en una płaca de agar eon medio provisto de nutrientes, formar una 
colonia constituida por una progenię de millones de celulas. En un caso mas 
complejo, ciclos repetidos de crecimiento y división celular suponen el desa- 
rrollo de una celula huevo fecundada, dando lugar a las mas de 10 <3 celulas 
que componen el cuerpo humano. 

La división de todas las celulas ha de ser finamente regulada y coordinada 
eon el crecimiento celular y eon la replicación del ADN T para asegurar la forma- 
ción de una progenię de celulas que contengan sus genomas completos En las 
celulas eucariotas, fa progresión a !o largo del ciclo celular la controla una serie 
de proteina quinasas que se han conservado desde las iewaduras hasta los 
mamiferos. En los eucariotas superiores T esta maquinaria del ciclo celular a su 
vez esta regulada por los factores de crecimiento que controlan la proliferación 
celular, lo que permite coordinar la división de las celulas individuales eon las 
necesidades del organismo como un todo. No debe extrańar que las alteracio- 
nes en la regulación del ciclo celular sean una causa freeuente de la prolifera¬ 
ción anormaf de las celulas cancerosas; por tanto r los estudios acerca del ciclo 
celular y del cancer se han solapado, de igual manera que estan relacionados 
los estudios acerca del cancer y de las vias de senalización celular como se vio 
en e! Capitulo 13. 


Ciclo celular eucariota 

El ciclo de la división de la mayorta de las celulas consiste en cuatro procesos 
coordinados: crecimiento celular, replicación del ADN, distribución de fos cro- 
mosomas duplicados a las celulas hijas y división celular. En las bacterias, el 
crecimiento celular y la replicación del ADN tienen lugar durante fa mayor parte 
del ciclo celular, y los cromosomas duplicados se distribuyen a las celulas hijas 
asociados a la membrana plasmatica. Sin embargo, en los eucariotas el ciclo 
celular es mas complejo y consiste en cuatro fases diferenciadas, Aunque el 
crecimiento celular suele ser un proceso continuo, el AON se sintetiza solo du- 
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rante una fasę del ciclo celular y, enionces, los cromosomas replicados se distri- 
buyen a los nucleos hijos mediante una compleja serie de procesos que prece- 
den a la división celular. La progresión a traves de estas etapas del ciclo celular 
esta controlada mediante un sistema regulador conservado, que no solo coordi- 
na los diferentes procesos def ciclo celular sino que tambien acopla e! ciclo 
celular eon las senales extracelulares que controlan la proliferación celular. 


Fasęs del ciclo celular 


Figura 14.1 

Fases del ciclo celular* El ciclo de divi- 
sión de la mayoria de las celulas euca- 
riotas se divide en cuatro fases diferen- 
ciadas; M, G, ( S y G 2 . A la fasę M 
(mitosis) le suele seguir la citocinesis. La 
fasę S es el periodo durante el que tiene 
lugar la replicación del ADN, La celula 
crece durante la interfase, que incluye a 
las fases G 1( S y La duractón de las 
fases del ciclo celular que se muestran 
aqui es caractenstica de las celulas de 
proliferación rapida de mamifero. 



Un ciclo celular eucariota tipico es el de las celulas humanas en cultivo, que se 
dividen aproximadamente cada 24 horas, Visto al microscopio. el ciclo celular 
se divide en dos etapas fundamentales; mitosis e interfase, La mitosis (divi- 
sión del nucleo) es la etapa mas llamativa del ciclo, que corresponde a la sepa- 
ración de los cromosomas hijos y termina, generalmente, en ia división celular 
(citocinesis). Sin embargo, la mitosis y la citocinesis duran cerca de una hora 
por lo que aproximadamente el 95% del cido celular transcurre en !a interfase 
—el intervalo entre dos mitosis—. Durante la interfase los cromosomas se des- 
condensan y se distribuyen por el nucleo, por lo que el nucleo presenla un as- 
pecto uniforme. Sin embargo, a nivel molecular, en la interfase es cuando ocu- 
rren el crecimiento celular y la replicación del ADN de manera sucesiva 5 lo que 
deja a la celula preparada para la división. 

La celula crece a un ritmo continuado durante la interfase, y la mayoria de 
las celulas duplican su tamaho entre una mitosis y la siguiente. En cambio T el 
ADN solo se sintetiza durante una parte de la interfase. Asi, la duración de la 
smtesis del ADN divide el ciclo de las celulas eucanotas en cuatro fases diferen- 
dadas (Fig. 14.1}, La fasę M del cido corresponde a la mitosis, a la que suele 
seguir la citocinesis, A esta fasę le sigue la fasę G* (gapi), que corresponde al 
inten/alo (gap) entre la mitosis y el comienzo de la replicación del ADN, Durante 
G t la celula es metabóliesmente activa y esta creciendo, pero no se replica su 
ADN. Seguidamente tiene lugar la fasę S (smtesis), durante la que se produce 
la replicación del ADN. Tras finalizar la smtesis del ADN se produce la 
fasę G 2 , durante la que prosigue el crecimiento de la celu¬ 
la y en la que se sintetizan protemas en preparación para 
la mitosis. 

La duración de estas fases del ciclo celular varia consi- 
derablemente segun los distintos tipos de celulas. Para 
una celula de proliferación rapida humana tipica, eon una 
duración total del ciclo de 24 horas, la fasę G ] dura unas 
11 horas, la fasę S unas 8 horas, G 2 cerca de 4 horas y M 
una hora, aproximadamente. Sin embargo, otros tipos ce- 
luiares pueden dividirse mas rapidamente. Las levaduras 
en gemación, por ejemplo, atraviesan las cuatro fases del 
cido celular solo en unos 90 minutos. Incluso, en celulas 
embrionarias tempranas tras ta fecundación del óvulo tie- 
nen lugar ciclos celulares mas cortos (30 minutos o me- 
nos) (Fig. 14.2). Pero en este caso no se produce creci¬ 
miento celular. Por el eontrario, mediante estos ciclos 
celulares en el embrion temprano el citoplasma del huevo 
se divide rapidamente en celulas mas pequeńas. En estos 
ciclos celulares en el embrion temprano no hay fasę G, ni 
G 2i y et ADN se replica rapidamente, por lo que consisten 
en fases S muy cortas alternando eon fases M. 

A diferencia de la rapida proliferación en las celulas 
embrionarias, algunas cetulas del animal adulto cesart por 
completo su división {p. ej,, las celulas nerviosas) y mu- 
chas otras celulas sólo se dividen ocasionalmente, cuan¬ 
do es necesario reemplazar la perdida de las celulas dębi- 
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Figura 14.2 

Ciclos de las celulas embrionarias. Los 

ci cios de las celu fas embrionarias tempra- 
nas dan lugar a la división rapida del cito- 
plasma del huevo en celulas mas peqLie- 
fias, Las cślulas no crecen durante estos 
ciclos, los cuales carecen de G t y de G^, y 
consisten simplemente en la alternancia 
de cortas fases S eon fases M. 


do a una lesión o a la muerte celular. Entre este ultimo Lipo de celulas se inclu- 
yen a los fibrobiastos de la piel, asi como a las celulas de muchos órganos 
intemos, como el htgado, el rińón y el pulmón. Como se tratara mas adelante en 
la seccion siguiente, estas celulas salen de G t para entrar en un estado de 
reposo del ciele denominado G 0 , en el que permanecen activas metabólicamen- 
te pero no proliferan a no ser que sean requeridas para ello mediante las seńa- 
les extraceluiares apropiadas. 

El analisis del cicio celular requiere que las celulas se identifiquen en las 
diferentes etapas indicadas anteriormente. Aunque las celulas mitóticas se pue¬ 
den distinguir al microscopio, las celulas en las otras fases del cicio (G łT S y G 2 ) 
han de ser identificadas mediante critenos bioquimicos. Las celulas en la fasę S 
pueden identificarse facifmente porque incorporan timidma radiactiva, lacual se 
usa exclusivamente en la smtesis del ADN (Fig, 14.3). Por ejemplo, si una po- 
blaaón de celulas humanas en cu!tivo, que proliferan rapidamente, se expone a 
timidina radiactiva durante un periodo corto de tiempo (p, ej., 15 minutos) y a 
continuación se analiza por autorradiograffa, se encontrara que cerca de la ter- 
cera parte de las celulas estan marcadas radiactivamente, lo que corresponde- 
n'a a la fracción de celulas en fasę S. 

Tambien se pueden utilizar variantes de estos experimentos de marcaje ee- 
iular para determinar la duración de las diferentes etapas del cicio celular. Por 
ejemplo, consideremos un experimento en el que las celulas se exponen a timi- 
dina radiactiva durante 15 minutos, tras lo cual se retira la timidina radiactiva y 
se cuitivan las celulas durante diferentes intervalos de tiempo antes de reallzar 
!a autorradiografia. Las celulas interfasicas marcadas radiactiyamente, que se 



Figura 14.3 

Identificación de celulas en fasę S mediante la incor- 
poración de timidina radiactiva. Las cśluJas fueron 
expuestas a timidtna radiactiva y se analizaron por auto- 
rradiog rafia. Las flechas indican las celulas marcadas. (A 
partir de D.W. Stacey et a! , 1991, Moi Celi Bioi 11: 
4.053.) 
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Cantidad de ADN por celula 



Figura 14.4 

Determinación de la cantidad de ADN 

celular. Una población de celulas se 
marca eon una tinción fłuorescente que 
se une al ADN, Entonces se hace pasar a 
las celulas por un citofluonmetro de flujo, 
que mide la intensidad de la fluorescen- 
cia en las cślulas individuales. Los datos 
se representan como el numero de celu¬ 
las frente a la intensidad de la fluorescen¬ 
cia. que es proporcional a la cantidad de 
ADN, La distnbución muestra dos picos, 
que corresponden a las celulas eon un 
contenido de ADN de 2n y de 4n; estas 
celulas estan en las fases G, y G^/M del 
ciclo. respectis/amente. Las celulas en la 
fasę S lienen una cantidad de ADN entre 
2 n y 4n, y se distribuyen entre los dos 
picos. 


hubieran encontrado en fasę S durante el tiempo que duró la exposición a trmidi- 
na radiactiva, se observaran durante varias horas, mientras avanzan a traves 
del resto de la fasę S y de la fasę G 2 . Sin embargo, no se observaran celulas 
mitóticas marcadas radiactivamente hasta 4 horas despues del marcaje, Este 
lapso de 4 horas corresponde a la duracion de G 2 — el tiempo minimo que se 
requiere para que una celula que incorporó la timidina radiactiva al finał de ia 
fasę S entre en mitosis. 

Tambien se pueden distinguir las celulas en las diferentes etapas del cido 
celular en función de su cantidad de ADN (Fig. 14.4), Por ejemplo, las celulas 
animalesen G t son diploides (contienen dos copiasde cadacrormosoma), porlo 
que se dice que su cantidad de ADN es 2n (se designa por n al contenido de 
ADN haploide en el genoma), Durante la fasę S, mediante la replicación se 
aumenta la cantidad de ADN de ia celula de 2 n a 4rit por lo que las celulas en 
fasę S tendran una cantidad de ADN entre 2n y 4 n< El contenido de ADN se 
mantiene en 4n en las celulas en G 2 y en M, y se reduce a 2ntras la citocinesis. 
La cantidad de ADN celular se puede determlnar experimentalmente ineubando 
las celulas eon una tinción fłuorescente que se una al ADN, y posteriormente 
analizando la intensidad de la fluorescencia en las celulas individuales por cito- 
metria de flujo o mediante un separador celular de fluorescencia; de esta 
manera se distinguen las celulas en las fases G,, S y G 2 /M del ciclo celular. 

Regulación del ciclo celular por el crecimiento celular 
y por senales extracelulares 

La progresión de las celulas a traves del ciclo de división celular se reguła por 
senales extracelulares del medio, asi como por senales internas que supen/isan y 
coordinan los diversos procesos que tienen lugar durante las diferentes fases del 
ciclo celular. Un ejemplo de la regulación del cido celular por senales extracelula- 
res lo proporciona el efecto de los factores de crecimiento sobre la proliferadón 
de las celulas animales. Ademas, diversos procesos eelulares como el crecimien¬ 
to celular, la replicación del ADN y la mitosis, han de coordinarse durante ef trans- 
curso del ciclo celular. Esto se consigue mediante una serie de puntos do con- 
trol que regulan la progresión a traves de las diferentes fases del ciclo celular. 

Uno de los puntos de regulación principales del ciclo celular, en muchos 
tipos eelulares. se eneuentra ayanzada la fasę G t y controla el paso de G , a S. 
Este punto de regulación se definió por primera vez en estudios de la levadura 
de gemación ( Saccharomyces c&revisiae ) T dondo se le conoce como START 
{Fig. 14.5). Una vez que las celulas han rebasadoel START, guedan determina- 
das a entrar en la fasę S y a sufrir un ciclo de división celular. Sin embargo, 
rebasar el punto START es un proceso que esta finamente regulado en el ciclo 
celular de la levadura, siendo controlado a traves de senales externas, como ia 
disponibilidad de nutrientes, y por el tamaho celular. Por ejemplo, si las !evadu- 
ras se enfrentan a una carencia de nutrientes, paran su ciclo celular en START 
y entran en un estado de reposo en vez de proseguir a la fasę S Asi, START 
supone un punto de decisión en el que la celula determina si hay suficientes 
nutrientes disponibles para avanzar a traves del resto del ciclo celular, Los fac¬ 
tores polipeptidicos que intervienen como senales para el apareamiento de las 
levadura$ tambien detienen el ciclo celular en START, lo que permite fusionarse 
a las celulas de levadura haploides en vez de proseguir a la fasę S 

Ademas de servir como un punto de decisión para supervisar senales extra- 
eelulares, START es el punto en el que se coordina el crecimiento de la celula 
eon la replicación del ADN y eon la divlsión celular. La importancia de esta regu¬ 
lación se muestra de manera evidente en las !evadurasde gemación, en las que 
la división celular da lugar a una progenię de celulas de distintos tamańos: una 
celula mądre grandę y una celula hija pequeha. Para que las celulas de la leva- 
dura mantengan un łamano constante T la celula hija pequeha debe crecer hasta 
alcanzar un tamaho mayor al de la celula mądre, antes de volver a dividirse. Por 
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(A) 


^ ~-y) Ce lufa hija 




io tanto, se ha de controlar et tamańo de la celula para poder coordinar el creci¬ 
miento celular eon los otros procesos del cicio celular Esta regulación se realiza 
mediante un mecanismo de control que requiere que la celula alcance un tama¬ 
ńo mmimo para poder rebasar el START. Por lo tanto, la celula hija pegueńa 
pasa mas tiempo en G t y crece mas que la celula mądre. 

La proliferación de la mayorfa de las celulas animales tambien se reguła en 
la fasę G ] del ciclo celular, Concretamente, un punto de decisión de la G 1 avan- 
zada, denominado punto de restricción en las celulas animales, funciona de 
maneraanalogaa como lo hace START en las levaduras (Fig. 14,6). Sin embar¬ 
go, a diferencia de las levaduras T el paso de las celulas animales a traves del 
ciclo celular se reguła, principalmente, por factores de crecimiento extracelula- 
res que son seńales de proliferación celular, en vez de por la disponibtlidad de 
nutrientes. En presencia de los factores de crecimiento apropiados, las celulas 
atraviesan el punto de restricción y entran en la fasę S. Una vez que la celula ha 
rebasado el punto de restricción, queda determinada a proseguir a traves de la 
fasę S y del resto del ciclo celular, incluso en ausencia de la estimulación por los 
factores de crecimiento. Por otro lado, si los factores de crecimiento adecuados 
no estan disponibles en G t , la progresión a traves del ciclo celular se para en el 
punto de restricción. La celula entra en un estado en reposo del ciclo celular 
denominado G 0 en el que puede permanecer indefinidamente sin proliferar. Las 
celulas en G 0 son metabólicamente activas aunque cesa su crecimiento y su 
ritmo de smtesis de las proteinas es menor. Como ya se ha comentado, muchas 
celulas en los animales pernianecen en G 0 hasta que son inducidas a proliferar 
por los factores de crecimiento apropiados o por otras seńales extracelulares. 
Por ejemplo, los fłbroblastos de la piel se mantienen detenidos en G 0 hasta que 
se les estimula a dividirse para reparar el dano causado por una herida. La 
proliferación de estas celulas se activa por el factor de crecimiento derivado de 
las plaquetas, que es liberado por las plaquetas de la sangre durante la coagu- 
lación sangumea y actua como una seńal para la proliferación de los fibroblas- 
tos en la proximidad del tejido dańado, 

Aunque la proliferación de la mayorfa de las celulas se reguła en G,, algunos 
ciclos celuiares se controlan, en cambio, en G 2 , Un ejemplo de esto es el ciclo 

Figura 14.6 

Regulación del ciclo de las celulas animales por factores de crecimiento- La 

disponibilidad de factores de crecimiento centrala el ciclo de la cśiula animal en un punto 
de la fasę G 1 avanzada, denominado punto de restricción, Si los factores de crecimiento 
no estan disponibles durante G h las cólulas entran en un estado en reposo del ciclo 
denominado G 0 . 
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Figura 14.5 

Regulación del ciclo celular de la leva- 
dura de gemación. (A) El ciclo celular de 

Saccharomyces cerevisiae se reguła prin¬ 
cipalmente en un punto de la fasę G 1 
avanzada. denominado START, El paso 
por START esta contro lado por la disponi- 
bilidad de nutrientes. de factores de apa- 
reamiento y por el tamańo celular. Cbe 
destacar que estas levaduras se dividen 
por gemaoión. Las yemas se generan justo 
despues de START y continuan creciendo 
hasta que se sępa ran de la celula mądre 
tras la mitosis La celula hija que se forma a 
partir de la yema es mas pequena que la 
celula mądre y, por tanto. reguiere mas 
tiempo para crecer durante la fasę G, dei 
siguiente ciclo celular. Aunque las fases G, 
y S tienen iugar de manera normal, el huso 
mitótico comienza a formarse durante la 
fasę S. por lo que el ciclo celular de la le- 
vadura de gemación carece de una fasę 
G ? diferenctada, (B) Mici ografia al micros- 
copio electrónlco de barrido de S. cerevi- 
siae . El tamańo de la yema refleja la situa- 
don de la celula en el ciclo. (B, David M, 
PhilipsA/isuals Unlimited.) 
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Figura 14 J 

Ciclo celular de la levadura de fisión. 

(A) Las levaduras de fisión crecen por sus 
extremo$, y se dividen formando una pa- 
red que atraviesa la zona media de la ce- 
luia, A diferenciadel dolo de las levaduras 
de gemación, el dclo celular de las leva- 
duras de fisión tiene fases G r , S t 0 ? y M 
normales. Gabe destacar que la dtocine- 
sis tiene lugar en G t . La longitud de la ce- 
luJa tndica su situación en el ciclo, (B) Mi- 
crograffas al microscopio óptico que 
muestran sucesivos estadios de la mitosis 
y de la citocinesis, (B, cortesfa de C.F. Ro¬ 
binów, University of Western Ontario.) 


Figura 14.8 

Puntos de control del ciclo celular. Va~ 

rios puntos de control funcionan para ase- 
gurar que los gen o mas completos se 
transmiten a las cślulas hijas, Un punto 
de control fundamental detiene las celu- 
las en G £ en respuesta al ADN danado o 
que no haya sido replicado. La presencia 
de ADN danado tambien provoca que el 
ciclo celular se detenga en un punto de 
control en G,. Otro punto de control en la 
fasę M detiene la mitosis si los cromoso¬ 
mas no estan correctamente alineados 
en el huso mitótico. 
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cel u tar de la levadura de fisión Schizosaccharomyces pombe (Fig. 14.7). A dife- 
rencia de Saccharomyces cerevisiae< el ciclo celular de S, pombe se reguła 
basicamente a traves del control del paso de G 2 a M, que es el punto principal 
en el que es supervisado el łamano celular y la disponibilidad de nutrientes. En 
los animales, el ejemplo mas caracteristico de control del ciclo celular en G 2 lo 
proporcionan los oocitos. Los oocitos de los vertebrados pueden permanecer 
detenidos en G 2 durante largos periodos de tiempo {varias decadas en eJ ser 
humano) hasta que se activa su paso a la fasę M, por la estimulación hormonal. 
De esta manera, las seńales extracelulares pueden controfar la proliferación celu¬ 
lar regulando el paso de las fases G 2 aM asf como de G 1 a S del ciclo celular. 

Ptmtos de control del ciclo celular 

Los mecanismos de control tratados en la sección anterior regulan la progresión 
del ciclo celular en respuesta al tamafio celular y a seńales extracelulares, como 
los nutrientes o los factores de crecimiento. Pero ademas, los sucesos que tie- 
nen lugar durante tas diferentes etapas del ciclo celular han de coordinarse en- 
tre si de tal manera que ocurran en el orden adecuado. Por ejemplo, es de la 
mayor importancia que la celuia no entre en mitosis hasta que haya finalizado la 
replicación del genoma. De lo contrario se produciria una división celular desas- 
trosa, en la que las celulas hijas no heredarian una copia compfeta del materia! 
genetico. En la mayoria de las celulas, esta coordinación entre las diferentes 
fases del ciclo celular depende de un sistema puntos de control que previenen 
la entrada en la siguiente fasę del ciclo celular hasta que los eyentos de la fasę 
precedente hayan sido completados. 

Varios puntos de control del ciclo celular funcionan para asegurar que los 
cromosomas incompietos o dańados no sean replicados y transmitidos a las 
celulas hijas (Fig. 14.8). Estos puntos de control detectan el ADN no replicado o 
danado y coordinan la progresión def ciclo celular eon la compleción de la repli¬ 
cación o reparación del ADN. Por ejemplo, el punto de control en G 2 previene la 
iniciación de la mitosis hasta que se haya completado la replicación del ADN, 
Este punto de control en G 2 detecta al ADN sin replicar, fo que genera una seńal 
que da lugar a la detención del ciclo celular. Por lo tanto, la operación del punto 
de control en G P previene la iniciación de la fasę M antes de la compleción de la 
fasę S, de modo que las celulas permanecen en G 2 hasta que el genoma se 
haya replicado por completo. Sólo entonces se alivia la inhibición de la progre¬ 
sión en G 2 , permitiendo a la celula iniciar la mitosis y distribuir los cromosomas 
completamente replicados entre las celulas hijas. Ademas de detectar el ADN 
no replicado, el punto de control en G £ , detecta el ADN danado, como el resuf- 
tante de la radiaeión. Si se detecta dano del ADN, la detención en el punto de 
control proporciona el tiempo necesario para la reparación del dano, en lugar de 
transmitirse a las celulas hijas. 

El ADN danado no sólo detiene el ciclo celular en G 2> sino tambien en puntos 
de control en las fases G,y S. La detención en el punto de control de G , permite 
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Proteinas 



Detención del cido celular 


Figura 14,9 

Detención del ciclo celular en los pun- 
tos de control de G„ 5 y G 2 . Un comple- 
jo de p rotę mas sensoras se une al ADN 
dańado o no replicado y activan a las pro¬ 
teina guinasas ATM y ATR. ATM y ATR a 
su vez fosforilan y activan a las proteina 
guinasas Chk2 y Chkl, respectivamente, 
dando lugar a la detención de! ciclo celu¬ 
lar 


la reparación antes de que la celula entre en la fasę S, en la que se replicana el 
ADN danado El punto de control de la fasę S proporciona una monitorización 
continua de la integridad del ADN, para asegurar que el ADN dańado es repara- 
do antes de su replicación, Ademas, el punto de contro! de la fasę S proporciona 
un monitor del control de caJidad, que estimula la reparación de cualpuier error 
que pueda ocurrir durante la replicación del ADN, como la incorporación de 
bases incorrectas o la replicación incompleta de segmentos de ADN. 

La detención del ciclo celular en los puntos de control de G v S. y G 2 
iniciada por un complejo de proteinas que se unen al ADN dańado o sin replicar 
(Fig, 14.9). Estas proteinas (que todavia no estan completamente caracteriza- 
das) son los sensores de! ADN dańado, y sirven para activar una vfa de senali- 
zación que desencadena no solo la detención del ciclo celular, sino tambten la 
activación de la reparación del ADN y f en algunos casos, la muerte celular pro- 
gramada. Las dianas inmediatas de las proteinas sensoras son dos proteinas 
quinasas relacionadas, denominadas ATM y ATR t que se actwan en respuesta 
al ADN danado. Estas proteinas fueron identificadas inicialmente porque las 
mutaciones en el gen que codifica a ATM son responsables de la enfermedad 
ataxia telangiectasia, que resulta en defectos en los sistemas nervioso e inmu- 
nológico, ademas de una e!evada frecuencia de cancer en los individuos afecta- 
dos. Despues, ATR fue identificada como una proteina estrechamente relacio- 
nada eon ATM. Una vez activadas, ATM y ATR fosforilan y activan a las 
guinasas 0hk2 y Chk1 T respectivamente. Chkl y Chk2 f a su vez fosforilan a 
componentes de! aparato regulador del ciclo celular, estudiado en la siguiente 
sección de este capitulo, para detener la progresión del ciclo celular. 

En las eelulas de mamffero* la detención en el punto de control de G 1 esta 
mediada por la acción de una proteina adicional conocida como p53. que es 
fosforilada por ATM ademas de por Chk2 {Fig. 14.10). La fosforilación estabiliza 
a p53, que de otro modo es degradada rapidamente, resultando en un aumento 
rapido en los niveles de p53 en respuesta al ADN dańado. La proteina p53 es un 
factor de transcripción, y la elevación de su expresión desencadena la induc- 
ción de genes diana que inducen la detención del cicio celular. Hay que subra- 
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ADN danado 




Figura 14,10 

Papę! de p53 en la detención en G r La proteina p53 juega un papel dave en la deten- 
cićn del cicio celular en el punto de contro! G ,. La fosforilación por ATM y Chk2 estabiliza a 
p53, resultando en un incremento rapido de los niveles de p53 en respuesta al ADN dana¬ 
do. La proteina p53 a continuaclón induce la expresión de genes que desencadenan la 
detención doi cicio celular. 


yar que el gen que codifica para p53 frecuentemente se encuentra mutado en 
canceres humanos. La perdida de la función de p53 como resultado de estas 
mutaciones, impide la detención en G, en respuesta al ADN danado, de modo 
que es replicado y transmitido a las celulas hijas, en Jugar de ser reparado. La 
herencia de este ADN danado resulta en una elevación de la frecuencia de 
mutaciones y de la inestabilidad generał del genoma celular, lo que contribuye 
al desarrollo del cancer. Las mutaciones del gen de p53son la alteración geneti- 
ca mas comun en los canceres humanos (vease Cap. 15) T lo que ilustra Ja im- 
portancia critica de la regulación del cicio celular para la vida de los organismos 
multicelulares. 

Otro punto de control importante del cicio celular, que mantiene la integridad 
del genoma, se localiza al finał de la mitosis (vease Fig. 14.8), Este punto de 
contro! supervisa que los cromosomas se alineen de manera correcta en el 
huso mttótico, lo que asegura que se distribuya un juego compieto de cromoso¬ 
mas a cada celula hija. Por ejemplo, la alineación incorrecta de uno o mas cro¬ 
mosomas en el huso mitótico provoca que la mitosis se detenga en la metafase, 
antes de la segregación de los cromosomas recien replicados a los nucleos de 
las celulas hijas. Gracias a este punto de contro!, los cromosomas no se segre- 
gan hasta que se disponga de un juego completo de cromosomas para ser 
distribuido a cada celula bija. 

Restringir la replicación del ADN a una vez por cicio celular 



El punto de control de G 2 impide la iniciación de la mitosis antes de la comple- 
tión de la fasę S, asegurando asi que el ADN replicado incompletamente no se 
transmita a las celulas hijas, Tambien es importante asegurar que el genoma 
solo se repltca una vez en cada cicio celular. Asf, una vez que un segmento de 
ADN ha srdo replicado durante la fasę S, deben existir mecanismos de control 
que impidan la reiniciación de la replicación del ADN hasta que se haya comple- 
tado el cicio celular y la celula haya pasado por la mitosis. Como se dijo en e! 
Capitulo 5, las ceiulas de mamifero emplean mifes de origenes para replicar su 
ADN, de modo que la iniciación de la replicación de cada uno de estos origenes 
debe ser cuidadosamente controlada, para que cada segmento del genoma so¬ 
lo se replique una vez durante la fasę S de cada cicio celular. 

El mecanismo molecuiar que restringe la replicación del ADN a una vez por 
cicio celular implica la acción de una familia de protemas (denominadas protei- 
nas MCM) que se unen a los origenes de replicación junto eon las proteinas del 
complejo del origen de replicación (ORC) (ver Fig. 5.16). Las proteinas MCM 
actuan como «factores licenciadores» que permiten que se inicie la replicación 
(Fig. 14.11) Su unión al ADN esta regulada durante el cicio celular, de modo 
que las proteinas MCM solo son capaces de unirse a los origenes de replica- 


Figura 14.11 

Restricción de la replicación del ADN. La replicación del ADN se restringe a una vez por 

cada cicio celular debido a las proteinas MCM, que se unen a los origenes de replicación 
junto eon las proteinas ORC (complejo del origen de replicación) y que se requieren para fa 
iniciación de la replicación del ADN. Las proteinas MCMsóloson capaces de unirse al ADN 
en G-i, lo que permite que la replicación del ADN comience en la łase S. Una vez que se ha 
producido la iniciación, las proteinas MCM se desplazan, de tal manera que la replicación 
no se puede iniciar otrą vez hasta despues de la mitosis. 
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ción durante G,, permitiendo que se inicie la replicación del ADN cuando la 
celuta entre en la fasę S, Una vez que se ha producido la iniciaeión, las protef- 
nas MCM son desplazadas del origen, de forma que la replicación no puede 
iniciarse otrą vez hasta que la celula pasę por mltosis y entre en la fasę G^ del 
siguiente ciclo celular. Las proteina quinasas que regulan la progresión del ciclo 
celular {estudiadas en la siguiente sección de este capitulo) impiden que las 
protemas MCM se asocien eon el ADN durante las fases S, G 2 y M del ciclo 
celular medianie multiples mecantsmos que siguen sin conocerse por completo. 


Reguladores de la progresión del ciclo celular 

Uno de fos descubnmientos mas interesantes de la pasada decada ha sido el 
esclarecimiento de los mecanismos moleculares que controlan la progresión de 
las celulas eucanotas a traves del ciclo de división celular. Nuestro conocimien- 
to actual de la regulación del ciclo celular se debe a la convergencia de resulta- 
dos obtenidos mediante experimentos eon organismos tan distintos como las 
levaduras, erizos de mar, ranas y marmferos. Estos estudios han revelado que 
el ciclo celular de todos los eucariotas esta controlado por un conjunto de protein 
na quinasas, conservado en los distintos organismos, queson las responsables 
de induerr el paso de un eslado del ciclo celular a otro. 

MPF: un dtmero de Cdc2 y ciclina 

Tres abordajes experimentales diferentes contribuyeron a identificar las mofe- 
culas clave responsables de la regulación del ciclo celular. La primera de estas 
lineas de investigación terna como base los estudios eon oocitos de rana (Fig. 
14.12). Estos oocitos se detienen en la fasę G 2 del ciclo celular hasta que se 
estimulan por hormonas, lo que induce su entrada en la fasę M de la meiosis (lo 
que se tratara posteriormente en este Capitulo). En 1971 1 dos grupos de trabajo 
independientes (Yoshio Masui y Clement Marker, asi como Dennis Smith y Ro¬ 
bert Ecker), deseubrieron que se podia inducir a los oocitos detenidosen la fasę 
G 2 a entrar en la fasę M medianie la microinyección del citoplasma de oocitos 
que hubieran sido estimuiados hormonalmente. Por lo tanto, parecia que un 
factor citoplasmatico presente en los oocitos tratados eon hormonas era sufi' 
ciente para inducir la transición de G 2 a M en aquellos oocitos que no habfan 
sido expuestos a las hormonas. Debido a que la entrada de los oocitos en meio¬ 
sis se conoce como maduradon de los oocitos, a este factor citoplasmatico se 
ledenominó factor promotor de la maduración (MPF). Sin embargo, estudios 
posteriores mostraron que la aetividad del MPF no se restringe a provocar la 
entrada de los oocitos en meiosis. Por el contrario, el MPF tambien se eneuen- 
tra en las celulas somaticas, donde induce la entrada a la fasę M del ciclo mitoti- 
co. Por lo tanto, parecia que MPF, en vez de ser especffico de los oocitos. era 
un regulador generał del paso de G 2 a M. 

El segundo abordaje para comprender la regulación del ciclo celular fue el 
analisis genetico de levaduras, del cual fueron pioneros Lee Martwe!I y col. a 
principios de los ahos 70. Estudiando la levadura de gemación Saccharomyces 
cerevisiae , estos investigadores identificaron mutantes sensibles a la tempera¬ 
tura que eran defectuosos en la progresión del ciclo celular. La caractenstica 


Figura 14^2 

Identificación del MPF. Los oocitos de rana se detienen en la fasę G. del ciclo celular, 
y la hormona progesterona provoca su entrada en la fasę M de la meiosis. En el experi- 
mento que aqut se ilustra, a los oocitos detenidos en G ? se les microinyectó citoplasma 
extraido de oocitos que habian sufrido la transición de G,aM. Estatransferencia eitoplas- 
matica Indujo el paso de a M en ausencia del estimulo hormonal, lo que demostraba 
que era suficiente un factor citoplasmatico (MPF) para inducir la entrada en la fasę M de la 
meiosis. 
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Experimento clave 


Descubrimiento del MPF 


Contro! citoplasmatico del comportamiento nuclear durante la maduración 
meiótica de los oocitos de rana 

Yoshio Masui y Clement L Markert 

Yale Uniyersity, New Haven, CT 

Journal of Experimenta! Zoology, 1971 , Vofurrmn 177, pags. 129-146 


Contexto 

Los trasplantes nucleares y los 
experimentos de fusión nuclear 
llevados a cabo en los anos 60 
indicaban que los nucleos 
transferidos a las celuias en 
diferentes estados del ciclo celular 
mitotico adoptaban el 
comportamiento de la celula 
huesped. Por lo tanto, parecia ser 
que la actividad mitótica del nucleo 
era regulada por ef citoplasma. Sin 
embargo, el postulado de la 
existencia de factores 
citoplasmaticos que eon troi a ban la 
actividad mitótica del nucleo 
reguena demostrarse medianie un 
abordaje experimentol directo. Esta 
demostración la proporcionaron los 
estudios de Masui y Markert, que 
investigaron el papel de los factores 
citoplasmaticos en la regulación del 
comportamiento nuclear durante la 
meiosis de los oocitos de rana, 
Vahas caractensticas de la 
meiosis de los oocitos de rana 
sugenan que esta era controlada 
por factores citoplasmaticos. 
Goncretamente, la meiosis de los 
oocitos de rana se detiene al finał 
de la profase de la meiosis I. El 
tratamiento eon la hormona 
progesteron a provoca la 
reanudación de la meiosis, lo que 
equivale al paso de G ? a M en las 
celuias somaticas. Entonces los 
oocitos sufren una segunda parada 
en la metafase de la meiosis II, 
donde permanecen hasta ta 
fecundación. Masui y Markert 
propusieron la hipótesis de que 
tanto fos efectos en la meiosis del 
tratamiento hormona! como los de 
ta fecundación se debfan a 
variaciones en el citoplasma que 
controlaban de manera indirecta el 
comportamiento del nucleo. 
Comprobaron directamente esta 
hipótesis transfiriendo el 


citoplasma de los oocitos 
estimulados eon hormonas a los 
oocitos que no habian sido 
estimulados. Estos expenmentos 
demostraron que un facto r 
citoplasmatico, que Masui y 
Markert denominaron factor 
promotor de la maduración (MPF), 
es el responsable de la inducción 
de la meiosis tras el tratamiento 
hormonal. 

Experimentos 

Debido a su gran tamaho y a su 
capacidad de sobrevivir a la 
inyección mediante micropipetas 
de chstal. los oocitos de rana 
constitutan un sistema 
experimental adecuado para 
comprobar la actiyidad de los 
factores citoplasmaticos. El diserio 
basico de los experimentos de 
Masui y Markert consistia en quitar 
el citoplasma de los oocitos 
donantes que habian sido tratados 
eon progesterona para inducir la 
reanudación de la meiosis, 
Cantidades variables de este 
citoptasma se inyectaron en oocitos 
reeeptores que no habian sido 
tratados. El resultado clave fue que 
el citoplasma de los oocitos 
donantes que habia sido retirado 
seis o mas horas despues del 
tratamiento hormonal indujo la 
reanudación de la meiosis en los 
reeeptores inyectados (vease 
Figura). Por el contrario, la 
inyección del citoplasma de oocitos 
control que no habian sido 
expuestos a la progesterona no 
tuvo efecto sobre los reeeptores. 
Por to tanto, parecia que los oocitos 
tratados eon hormonas contenian 
un factor citoplasmatico que podia 
inducir la reanudación de la meiosis 
en aquellos reeeptores que nunca 
habian sido expuestos a la 
progesterona. 



inyección del citoplasma (nl) 

Los oocitos reeeptores se inyectaron eon las 
cantidades que se indican de citoptasma de 
oocrtos que habian sido tratados eon 
progesterona, El citoplasma donante se obtuvo 
de la region central del oocito eon una 
micropipeta (linea continua) o a parter de un 
h o m ogon e i za do de oocitos enteros (linea 
discontinua}. Los resultados se presentan como 
e! porcentaje de oocitos inyectados en ios que se 
indujo Ea reanudación de !a meiosis. 

Los experimentos de control 
permitieron desechar la posibilidad de 
que fuera la propia progesterona el 
factor inductor de la meiosis en el 
citoplasma donante. En concreto, se 
demostró que la inyección de 
progesterona en oocitos reeeptores no 
inducia la meiosis. Solo la aplicación 
externa de La hormona es eficaz, lo que 
indica que la progesterona actua sobre 
un receptor celular de la superficie 
activando a un factor citoplasmatico 
diferente. Experimentos similares 
reaiizados independientemente por 
Dennis Smith y Robert Ecker (La 
interacción de los esteroides eon los 
oocitos de Rana pipiens en la inducción 
de la maduración. Dev . Biol. 25: 
232-247, 1971) condujeron a la misma 
conclusión. Es de destacar que la acción 
de la progesterona en este sistema 
difiere de su acción en la mayoria de las 
celuias, donde difunde a traves de la 
membrana plasmśtica y se une a un 
receptor intracelular (vease Cap, 13), 
Sin embargo, en los oocitos la 
progesterona actua claramente sobre la 
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Descubrimiento del MPF (continuación) 


superficie celular, activando un 
factor diferente en el citoplasma del 
Gocito, Puesto que la reanudación 
de la meiosis del oodto se conoce 
comunmente como la maduración 
del oocito, Masui y Markert 
aeunaron el termino «factor 
promotor de la maduración* para el 
regulador de la meiosis recien 
de sc u biedo. 

Impacto 

Tras su descubrimiento en los 
oocitos de rana, tambien se 
encontró el MPF en las celulas 
somaticas, donde induce el paso 
de G ? a M en la mitosis. Por lo 
tanto, el MPF parecia ser un 
regulador generał de la entrada a la 
fasę M tanto en e! ciclo celular 
meiótlco como mitótico. La 
purificación definitiva del MPF de 
oocitos de rana en 1988, la 


genetica de levaduras y los 
estudios en embriones de erizo de 
mar t convergieron para revelar la 
identidad de este regulador 
fundamenta! del ciclo celular. A 
saber, el MPF resultó ser un dimero 
constituido por la ciel i na B y la 
proteina quinasa Gdc2. Estudios 
posteriores han estabtecido que 
tanto la cieli na B como Cdc2 son 
miembros de familias grandes de 
protetnas; diferentes ciclmas y 
proteina quinasas relacionadas eon 
Cdc2 funcionan de manera analoga 
a MPF en la regulación de otros 
pasos del ciclo celular. Por lo tanto, 
el descubrimiento de MPF en los 
oocitos de rana abrió el camino a la 
comprensión de! aparato regulador 
del ciclo celular que se conserva en 
todos los eucariotas. 



Clement Markert 


Principal de estos mutantes (denominados ede por mutantes del dclo de d\V\- 
sión celular) era que se detenia su crecimiento en determinados puntos del ciclo 
celular Por ejempio, un mutante particularmente importante designado como 
cdc28 detenia el ciclo celular en START, lo que indicaba que se necesitaba la 
proteina Cdc28 para rebasar este puntocrftico de regulación en G , (Fig. 14.13). 
Paul Nurse y col. aislaron una colección simtlar de mutantes del ciclo celular en 
la levadura de fisión Schizosaccharomyces pombe. Entre estos mutantes se 
encontraba cdc2 , que detenia el ciclo celular de S. pombe tanto en como en 


f 


Mutante cdc28 senstble a la temperatura 

_A_ 


Temperatura 

permisiva 


Celula hija 


Celula mądre 



Temperatura 
no permiswa 



Figura 14.13 

Propiedades de los mutantes cdc2S de S. cerevisiae, El mutante sensible a la tempe¬ 
ratura cdc28 se rep lica normalmente a la temperatura permisiva. Sin embargo, a la tempe¬ 
ratura no permisiva la progresión a traves del ciclo celular se bloquea en START. 
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Figura 14.14 

Acumulación y degradación de cieli- 
nas en los embriones del erizo de 
mar. Las cidinas fueron identificadas 
como proteinas que se acumulaban du¬ 
rante la interfase y se d eg rada ban rapida- 
mente hacra el finał de la mitosis. 


MPF 



Figura 14.15 

Estruclura del MPF. El MPF es un di- 

mero constituido por la ciclina B y por la 
proteina guinasa Cdc2, 



Interfase 

Mitosis 

Interfase 

Mitosis 

Interfase 

Mitosis 


Tiempo 


el paso de a M (que es el principal punto de regulación en la levadura de 
fisión). Estudios posteriores mostraron que cdc28de S . cerevisiae y cdc2 de S. 
pombe son gen es funeionalmente homólogos, que se requieren para atravesar 
START asf como para entrar en mitosis en ambas especies de levaduras. Para 
evitar la confusión de fa diferente nomenclatura entre S.cerevisiae y S. pombe , 
en este texto nos referiremos a la proteina codificada por ambos genes como 
Cdc2. Estudios posteriores de cdc2 propcrcionaron información sobre dos as- 
pectos importantes, Primero, la clonación y la secuenciacion de nucleótidos re~ 
veló que cdc-2 codifica una proteina quinasa —la primera indicaeión acerca del 
papel predominante de la fosforiJación de proteinas en la regulación del ciclo 
celuiar—. Segundo, se identificó un gen humano relacionado eon cdc2 y se 
mostró que tambien era funcional en levaduras, lo que demostraba de manera 
evidente la actividad consen/ada de este regulador del ciclo celuiar. 

Por ultimo, la tercera linea de lnvestigación que convergta eon la identifica- 
ción del MPF y eon la genetica de levaduras, vino de estudios sobre la smtesis 
de proteinas en embriones tempranos de erizo de mar. Tras ia fecundación, 
estos embriones sufren una serie de divisiones celulares rapidas. Sorprenden- 
temente, los estudios eon inhibidoresde la sintesis de proteinas mostraban que 
la entrada en la fasę M en estos ciclos celulares embrionartos requeria una 
nueva sintesis de proteinas. En 1983, Tim Hunt y col identificaron dos protei¬ 
nas que mostraban un patron periódico de acumulación y degradación en em¬ 
briones de erizo de mar y de almeja Estas proteinas se acumulaban durante la 
interfase y eran degradadas rapidamente al finał de cada mitosis (Fig, 14 14), 
Hunt llamó a estas proteinas ciclrnas (las dos proteinas fueron designadas 
como ciclina A y ciclina B) y sugirió que podian ser inductores de la mitosis, y 
que su acumulación y degradación periódica controlaria la entrada y la salida de 
la fasę M. El papel propuesto para las ciclinas se confirmó en 1986 cuando Joan 
Ruderman y col. mostraron que bastaba eon la microinyección de la ciclina A en 
oocitos de rana para inducir el paso de G 2 a M. 

Estos abordajes independientes convergieron de manera espectacular en 
1988, cuando se purificó el MPF a partir de oocitos de rana en el laboratorio de 
James Malier La caracterización molecular del MPF en varios laboratorios 
mostró que este regulador conservado del ciclo celuiar esta compuesto por dos 
subunidades fundamentales: Cdc2 y ciclina B (Fig. 14.15). La ciclina B es una 
subunidad reguladora que se requiere para la actividad catalitica de la proteina 
quinasa Cdc2, lo que concuerda eon el hecho de que la actividad de MPF esta 
controlada por ia acumulación y degradación periódica de la ciclina B durante el 
transcurso del ciclo cefular. 

Diversos estudios posteriores han confirmado este papel de la ciclina B, asf 
como Ja regulación del MPF medianie la fosforilaclón y la desfosforilación de 
Cdc2 (Fig. 14.16). En las cel u las de mamfferos, la sintesis de la ciclina B co- 
mienza en la fasę S. La ciclina B entonces se acumula y forma complejos eon 
Cdc2 durante S y G^. Al formarse estos complejos. Cdc2 se fostania en dos 
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lugares criticos para su regulación. Una de estas fosforilaciones se produce en 
la treonina-161 y se requiere para la actividad quinasa de Cdc2. La otrą es una 
fosforilación de la tiroslna-15 y de la treonina-14 adyacente en vertebrados, La 
fosforilación de la tirosina-15, catalizada por una proteina quinasa denominada 
Weel , inhibe la actividad de Cdc2, y lleva a que se acumulen complejos inacti- 
vos Cdc2/ciclina B durante S y G 2 . Entonces el paso de G 2 a M se lleva a cabo 
por la activación del complejo Gdc2/ciclina B debido a la desfosforilación de la 
treonina-14 y de la tirosina-15 por una proteina fosfatasa denominada Cdc25. 

Una vez activada ( la proteina quinasa Cdc2 fosforila varias proteinas dtaria 
que inician la fasę M, lo que se tratara posteriormente en este Capitulo. Ade- 
mas f la actividad de Cdc2 provoca la degradadón de la ciclina B, que se produ¬ 
ce por una proteolisis mediada por ubiquitina. Esta destrucción proteolitica de la 
ciclina B inactiva a Cdc2, lo que lleva a !a cel ula a salir de la mitosis, a sufrir la 
citocinesis, y a volver a la inlerfase. 


tonces Cdc2 es fosforilada en la treonina- 
161, que se requiere para su actividad, y 
en la tirosina-15 (y en la treonina-14 en 
celulas de yertebrados), lo que inhibe la 
actividad de Cdc2, La desfosforilación de 
laThr-14y de la Tyr-15 activa a MPF para 
el paso de G ? a M, La adwidad de MPF 
termina hacia el finał de la mitosis por la 
degradadón proteolitica de la ciclina B. 


Famtlias ile ciclinas if quinasas dependientes de cieiituis 

La estructura y función de MPF (Cdc2/ciclina B) no solo proporciona una base 
molecular para comprender la entrada y salida de la fasę M, sino tambien las 
bases para dilucidar la regulación de otros pasos del ciclo celular. La informa- 
ción que proporcionó la caraoterización del complejo Cdc2/ciclina B ha tenido 
un prcfundo impacto en la comprensión de la regulación del ciclo celular. En 
concreto, investigaciones posteriores han establecido que tanto Cdc2 como la 
ciclina B son miembros de grandes familias de proteinas relacionadas, en las 
que los diferentes miembros de estas famtlias controlan la progresión a traves 
de las distintas fases del ciclo celular. 

Como ya se trato anteriormente, Cdc2 controla el paso a traves de START 
asi como la entrada en mitosis en las levaduras. Sin embargo, esto lo hace en 
asociación eon diferentes ciclinas (Fig. 14.17). Concretamente, la transición de 
G 2 a M la llevaacabo Cdc2 junto eon las ciclinas mitóticas de tipo B (Clbl f Clb^, 
ClbS, Clb4). Sin embargo, el paso a traves de START lo controla Cdc2 en aso- 
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Cdc2/Clb1, 

Clb2. C(b3, Clb4 




Figura 14.17 

Complejos de ciclinas y de guinasas 
dependientes de ciclinas. En las leva- 
duras, el paso a traves de START lo con¬ 
tro la Gdc2 asociado a las ciclinas G t 
(Clnl r Cln2, Gln3). Los complejos de 
Cdc2 eon diferentes ciclinas tipo B (Glbs) 
regulan la progresión a traves de la fasę 
S y la entrada en la mltosis. En las celu- 
las animales, el paso a traves del punto 
de restricción de G, es controiado por 
complejos de Cdk4 y Cdk6 eon ciclinas 
del tipo D. Los complejos Cdk2/cicllm E 
intervienen mas adelante en G f y se re- 
quieren para el paso de G 1 a S. Los com¬ 
plejos Cdk2/ciclina A se requieren para la 
progresión a traves de la fasę S, y fos 
complejos Cdc2/ciclina B son responsa- 
bles del paso de G y a M 


ciación eon una clase diferente de ciclinas denominadas ciclinas G t o Ctn s 
Entonces Cdc2 se asocia eon un tipo diferente de ciclinas B (C!b5 y Glb6), que 
se requieren para la progresión a traves de la fasę S, Estas asociaciones de 
Cdc2 eon diferentes ciclinas del tipo B y G^ provocan la fosforilación por Cdc2 
de diferentes proteinas sustrato, lo que se requiere para la progresión a traves 
de las fases especificas del ciclo celular 

Los ciclos celulares de los eucariotas superiores se controian, no solamente 
por multipies ciclinas, sino tambien por multipies proteina quinasas relaciona- 
das eon Cdc2. Estas guinasas se conocen como Cdk’s (de quinasas depem 
dientes de cichną). Puesto que Cdc2 es el miembro original de esta familia, 
tambien se le conoce como Cdkl. 

Todos estos miembros de la familia Cdk se asocian eon ciclinas especificas 
para llevar a cabo la progresión a traves de los diferentes estados del ciclo 
celular (vease Fig. 14.17). Por ejemplo, el paso de G, a S se reguła principal- 
mente por Cdk2 y Cdk4 (y en algunas celulas Gdk6) en asociación eon las cieli- 
nas D y E, Los complejos de Cdk4 y Cdk6 eon las ciclinas de tipo D (cichną Dl, 
D2 y D3) desempeńan un papel critico en la progresión a traves del punto de 
restricción en G v La ciclina E se expresa posteriormente en G 15 y los complejos 
Gdk2/ciclina E se requieren para el paso de G ] a S y el inicio de la smtesis del 
ADN. Los complejos de Cdk2 eon la ciclina A intervienen en la progresión de las 
celulas a traves de la fasę S. Como ya se ha tratado. los complejos de Cdc2 eon 
la ciclina B dirigen el paso de G 2 a M. 

La actividad de las Cdk n s durante la progresión del ciclo celular se reguła por, 
al menos, cuatro mecanismos moleculares (Fig. 14.18). Como ya se ha tratado 
en el caso de Cdc2, el primer nivel de regulación implica la asociación de las 
Cdk ? s eon las ciclinas correspondientes. Asi, la formación de los complejos es- 
pecificos Cdk/ciclina esta controlada por la smtesis y degradación de las cicli¬ 
nas. En segundo lugar, la activación de los complejos Cdk/ciclina requiere la 
fosforilación de un residuo de treonina de la Cdk conservado alrededor de la 
posición 160. Esta fosforilación que activa la Cdk esta catalizada por una enzi- 
ma denominada CAK (de quinasa activadora de Cdk), que a su vez esta consti- 
tuida por una Cdk (Cdk7) unida eon la ciclina H. Los complejos de Cdk7 y ciclina 
H se asocian eon el factor de transcripción TFIIH, que se requiere para la inicia- 
ción de la transcripción mediante la ARN polimerasa II (vease Cap. 5). Por lo 
tanto, parece ser que este miembro de la familia de las Cdk T s participa en fa 
transcripción asf como en la regulación del ciclo celular, 

A diferencia de la fosforilación activadora producida por CAK, el tercer me- 
canismo de la regulación de Cdk implica la fosforilación inhibidora de residuos 
de tirosina cerca del extremo amino terminal de Cdk, que esta catalizada por la 
proteina quinasa Weel. En concreto, tanto Cdc2 como Cdk2 se inhiben por la 


Figura 14.18 

Mecanismos de regulación de Cdk. Las 

actividades de fas Cdk p s se regulan por 
cuatro mecanismos moleculares. 


4. 


3 . 



1. Asociación eon ciclinas 


Asociación eon 
inhibidores de 
Cdk (CKl s) 


Fosforilación inhibidora 
de la treonina 14 
y de Ea tirosina 15 


Fosforilación 
aetivadora de la 
treonina próxima 
a la posición 160 
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TABLA 14.1. Inhibidores de Cdk 


Inhibidor 

Complejo Cdk/ciclina 

Fasę afectada del ciclo celular 

Celulas animales 



Familia Cip/Kip (p21, p27. p57) 

Cdk4/ciclina 0 

e, 


Cdk6/ciclina D 

G, 


CdkZ/ciclina E 

G,/S 


Cdk2/ciclina A 

S 

Familia Ink4 (pi 5, pi6. pi 8, pl9) 

Cdk4/ciclina D 

G, 


Cdk6/ciclina D 

G, 


fosforilación de la tirosina-15, y en elcasode los yertebrados, de latreonina-14 
adyacente Estas Cdks se activan por la desfosforilación de estos residuos por 
miembros de la familia Cdc25 de proteina fosfatasas. 

Ademas de la regulación por fosforilación de las Cdk's, su actMdad tambien 
puede regularse por la imion de proteinas inhibidoras (denominadas inhibidores 
de Cdk o CKls) a los compiejos Cdk/ciclina. En las celulas de mamiferos, dos 
familias de inhibidores de Cdk son las responsables de regular los diferentes 
compiejos Cdk/dclina (Tabla 14,1), Los miembros de la familia Cip/Kip regulan 
todas las etapas de la progresión a traves de las fasę G T y S, inhibiendo los 
compiejos que forman Cdk2 r 4 y 6 eon las ciclinas A, D y E, Por ęl contrario, los 
miembros de Ja familia Ink4 son especificos para los compiejos que forman Cdk4 
y 6 eon la ciclina D, por lo que las CKls Ink4 solo regulan la progresión a traves del 
punto de restricción en G,. En las levaduras, las diferentes CKls regulan de tguai 
ma nera diferentes etapas de la progresión del ciclo celular. inhibiendo compiejos 
Cdk/cicllna especificos. Por lo tanto. el control de los inhibidores de Cdk proporcio- 
na un mecanismo adicional para regular la actividad de Cdk Los efectos combina- 
dos de todos estos tipos de regulación de Cdk son los responsables del control de 
la progresión del ciclo celular en respuesta tanto a los puntos de control como a la 
variedad de los estimulos extracelulares que regulan la proliferación celular. 


Factores de crecimiento y ciclinas de tipo D 


Como ya se trato anteriormente, la proliferación de las celulas animales se re¬ 
guła principalmente mediante diversos factores de crecimiento extracelulares 
que controian la progresión de las celulas a traves del punto de restricción en 
las postrimenas de G v En ausencia de los factores de crecimiento las celulas 
son incapaces de rebasar el punto de restricción y se inactiyan, eon lo que 
suelen entrar en el estado de reposo denominado G C) ; desde este pueden volver 
a entrar en el ciclo celular al ser estlmuladas por los factores de crecimiento, 
Este control de la progresión del ciclo celular mediante los factores de creci¬ 
miento extracelulares implica que las vias de la seńalización intracelular que se 
aclivan posteriormente (downstream) a los receptores de los factores de creci¬ 
miento (que se trataron en el Capitulo anterior) inten/ienen, en ultima instancja, 
regulando los componentes de la maquinaria del ciclo celular. 

Un vfnculo importante entre la sehalización por los factores de crecimiento y 
la progresión de! ciclo celular son las ciclinas del tipo D (Fig. 14.19) La sintesis 
de la cielina D se induce en respuesta a la estimulación por factores de creci¬ 
miento. como resultado de la sehalización a traves de la vfa Ras/Raf/ERK, de 
tal manera que se sintetiząn ciclinas mientras los factores de crecimiento estan 
presentes. Sin embargo, las ciclinas de tipo D tambien se degradan rapidamen- 
te, por !o que su concentración intracelular desciende bruscamente en ausencia 
de los factores de crecimiento. Asi, mientras los factores de crecimiento esten 
presentes durante G 1t los compiejos de Gdk4/ciclina D hacen que las celulas 
atraviesen el punto de restricción. Por otro lado, si se eliminan los factores de 
crecimiento antes de este punto, los niveles de ciclina D descienden rapidamen- 


Factores de 
crecimiento 



Figura 14.19 

Inducción de fas etefinas tipo D, Los 

factores de crecimiento regulan la progre¬ 
sión del ciclo celular a travós del punto de 
restricción de G, induciendo Ja sintesis 
de ciclinas tipo D mediante la via de se¬ 
nat ización Ras/Raf/E RK, 
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te, y las celulas no pasan a traves de G, a S; por el contrario, se inactivan y 
entran en G c . Por 3o tanto, la inducción y el rapido recambio de las ciclinas tipo D 
vinculan la seńalización por factores de crecimiento eon la maquinaria del ciclo 
cel u lar, lo que permite a los factores de crecimienlo extracelulares controlar la 
progresión de las celulas a traves de G v 

Puesto que la ciclina D es una diana importante de la seńalización por facto¬ 
res de crecimienlo, se podria esperar que las atteraciones en la regulación de la 
ciclina D alłeraran la regulación del crecimienlo cel u lar, caracteristica de las 
celulas cancerosas. Asi, se ha encontrado que la causa de muchos canceres 
humanos es una regulación defectuosa del ciclo celular, al igual que ta causa de 
muchos otros son alteraciones en las vias de seńalización intracelular activadas 
por los receptores de los factores de crecimienlo (vease el Cap. 13). Por ejemplo, 
las mutaciones que dan lugar a una expresión continua de la ciclina Dl contribu- 
yen al desarrollo de varios tipos de canceres humanos, entre los que se incluyen 
los linfomas y el cancer de pulmóm Igualmente, las mutaciones que inactivan a 
los inhibidores Ink4 de Cdk (p. ej M pi6) que se unen a los complejos Cdk4,6/ci- 
clina D, se eneuentran eon frecuencia en fas celulas humanas cancerosas. 

La relación entre la ciclina D, el controf del crecimiento celular, y el cancer se 
ve reforzada por el hecho de que una proteina sustrato de los complejos 
Cdk4,6/ciclina D aparece mutada en varios tumores humanos. Esta proteina, 
denominada Rb, se icfentificó como el producto de un gen responsable del reti- 
noblastoma, un tipo de tumor de ojo infantil hereditario poco freeuente (vease el 
Cap. 15). Estudios posteriores mostraron que las mutaciones que ocasionan la 
ausencia de la proteina Rb funcional, no solo se eneuentran en el retinoblasto- 
ma sino en diversos canceres humanos mas comunes. Rb es el prototipo de un 
gen supresor de tumores —un gen cuya inactivación eon duce al desarrollo de 
un tumor — . Mientras que las proteinas oncogenicas como Ras (vease el Cap. 
13) y la ciclina D provocan la proliferación celular, las proteinas codificadas por 
los genes supresores de tumores funcionan como frenos que ralentizan la pro- 
gresión del ciclo celular. Otros ejemplos de reguladores del ciclo celular codifi- 
cados por genes supresores de tumores son los inhibidores Ink4 de Cdk que se 
unen a los complejos Cdk4,6/ciclina D f y el importante regulador del crecimiento 
celular p53, del que ya se habló en este Capitulo. 

Estudios posteriores acerca de Rb, revefaron que desempeńa un papel fum 
damental en acoplar la maguinaria del ciclo celular eon la expre$ión de aquellos 
genes que se requieren para la progresión del ciclo celular y para la smtesis del 
ADN (Fig. 14.20). La actividad de Rb se reguła medianie cambios en su fosfori- 
lación a medida que las celulas avanzan por el ciclo. Concretamente. Rb es 
fosforilada por los complejos Cdk4,6/ciclina D a medida que las celulas rebasan 
el punto de restricción en G v En su estado poco fosforilado (en G 0 o en G t 
temprana), Rb se une a los miembros de la familia de los factores de transcrip- 
ción E2F, que regulan la expresión de varlos genes relacionados eon la progre¬ 
sión del ciclo celular. incluyendo al gen que codifica para la ciclina E. E2F se 
une a sus secuencias diana tanto en presencia como en ausencia de Rb, Pero 
Rb actua como un represor, de tal manera que el complejo Rb/E2F impide que 
se transcriban los genes regulados por E2F, La fosforilación de Rb por los com¬ 
plejos Cdk4 t 6/ciclina D provoca que el Rb fosforilado se disode de E2F, lo que 
activa la transcripción de sus genes diana. Por lo tanto, Rb interviene como un 
interruptor molecular que convierte a E2F de un represor a un aetivador de los 
genes requeridos para la progresión del ciclo celular. Por $u parte, el contro! de 
Rb a traves de la fosforilación por Cdk4,6/ciclina D acopla esta regulación de la 
expresión genica a la disponibilidad de factores de crecimiento en G T 

Inhibidores de la progresión del ciclo celular 

La proliferación celular se reguła no solo por factores de crecimiento sino tam- 
bien por diversas seńales que inhiben la progresión del ciclo celular. Por ejem- 
plo t los agentes que dańan el ADN provocan que el ciclo celular se detenga, 
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Figura 14,20 

Regutación del ciclo ceiular por Rb y 
E2F. En su estado poco fosforiJado, Rb 
se une a miembros de la familia E2F repri- 
miendo la transcripción de los genes regu- 
Jados por E2F. La fosforilación de Rb por 
los compfejos Cdk4 r 6/cic!ina D provoca su 
disociación de E2F en la fasę G, avanza- 
da. Entonces E2F activa la expresión de 
sus genes diana, que codifican proteinas 
necesarias para la continuación del ciclo 
ceiular. 


dando tiempo de esta manera a la celula a reparar el dano. Ademas, los contac- 
fos celulares y varios factores extracelulares intervienen inhibiendo la proltfera- 
cion de sus celulas diana en vez de estimulśndola. Los efectos de estas senales 
inhibidoras tambien son mediados por los reguladores de la maquinaria del ciclo 
ceiular, eon frecuencia a traves de la activaeión de los irthibidores de Cdk, 

Un claro ejemplo de la aceton de los tnhibidores de Cdk lo proporciona la 
detención del ciclo ceiular en respuesta a las lesiones en el ADN, que tiene 
lugar mediante la mtervención de la proteina p53 {tratada anteriormente en este 
Capitulo), La proteina p53 es un regulador de la transcripción que interviene, al 
menos en parte, activando la expresión del inhibidor de Cdk, p21 (Fig. 14.21). 
La proteina p21 inhibe varios complejos Cdk/ciclina, y su inducción por p53 
parece que representa al menos uno de los meeanismos dependientes de p53 
de que el ciclo ceiular se detenga tras la lesión del ADN. Ademas de inhibir la 
progresión def ciclo ceiular mediante su interacción eon Gdk T s, p21 puede inhibir 
directamente la replicación del ADN. Concretamente, p21 se une a! antigeno 
nudearde proliferación ceiular (PCNA), que como ya se trato en el Capitulo 5, 
es una subunidad de la ADN polimerasa 4. De esta manera, p21 desempeńa un 
dobie papel en la detención del ciclo ceiular inducida por dańos en el ADN: no 
solamente bloguea la progresión de! ciclo ceiular mediante la inhibición de 
Cdk s. sino que tambien inhibe directamente la replicación del ADN en fasę 8. 

El inhibidor extracelular de la proliferación de las celulas animales mejor 
caracterizado es el TGF-// —un factor polipeptidico que inhibe la proliferación 
de varios tipos de celulas epiteliales deteniendo la progresión del ciclo ceiular 
en G v Esta acción de TGF-/i parece que se produce por la activactón del inhibi¬ 
dor pi5 de Cdk, que se une a los complejos Cdk4,6/ciciina D. Como resultado. 
si Cdk4 no esta activo, se bloquea la fosforilación de Rb y el ciclo ceiular se 
detiene en G,. 

Para regular la progresión del ciclo ceiular a traves de los puntos de contro! 
de S y G 2 , se utiliza un mecanismo molecular diferente, que impide la progre¬ 
sión del ciclo ceiular en respuesta a ADN sin replicar o dańado. Como se estu- 
dió anteriormente en este capitulo, la detención del ciclo ceiular en estos puntos 
de control esta mediada por las proteina guinasas Chkl y Chk2 (ver Fig. 14,9). 
Chkt y Chk2 fosforilan e inhiben a la proteina fosfatasa Cdc25C, que es respon- 
sable de defosforilar y activar a los complejos Cdc2/ciclina B (Fig. 14,22). En 
ausencia de la activación de Cdc2 T la progresión de ia mitosis esta bloqueaday 
la celula permanece detenida en G 2 , Del mismo modo, Chkl y Chk2 fosforilan 
un miembro relacionado de la familia Cdc25, Cdc25A. Cdc25A defosforila y acti- 
va a los complejos de Cdk2 y ciclinas A o E, que son responsables de la inicia- 
ción y la progresión de la fasę S, La fosforilación desencadena la rapida degra- 
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Figura 14 21 

Inducción de p21 debido a lesiones en 
el ADN, Las lesiones en ei ADN provocan 
el aumento del nivel intraceJuJarde p53, lo 
que activa la transcripción de! gen que co- 
difica el inhibidor de Cdk : p21. Ademas de 
inhibir la progresión def ciclo ceiular me¬ 
diante su unión a fos compfejos Cdk/cicli- 
na, p21 puede inhibir directamente la sin- 
tesis del ADN al interacción ar eon PCNA 
(una subunidad de ia ADN polimerasa <>). 
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Figura 14.22 

Regulación del punto de control de 

G 2 > Un complejo de proteinas de! punto 
de control reconoce el ADN dariado o que 
no se ha replicado y acłiva a la proteina 
guinasa Chkl t la cual fosforila e inhibe a la 
proteina fosfatasa Cdc25, La inhibicśón de 
Cdc25 impide que Cdc2 se desfosforile y 
se aetive. 


dación de Cdc25A 1 resultando en la detención del cicio ceiular en respuesta al 
ADN dahado. 

Sucesos de la fasę M 

La fasę M es el periodo mas l!amativo dei ciclo ceiular, en e! que se produce la 
reorganización de casi todos los componentes de la cefula Durante la mitosis 
(división nuclear) los cromosomas se condensan, la envuelta nuclear de la ma- 
yoria de las celulas se desintegra, el citoesqueleto se reorganiza para formar el 
huso mitótico, y los cromosomas migran a polos opuestos. Tras la segregación 
de los cromosomas se suele producir la divislón de !a celula (citocinesis). Aun- 
que muchos de estos sucesos ya se han tratado en Capitutos anteriores al ha- 
blar de la estructura y función del nucleo y del dtoesgueleto, se revisan aqui en 
el contexfo de la fasę M y de la acción del MPF. 


Etap as de hi mitosis 

Aunque muchos de los detalles de la mitosis van'an entre los diferentes organis- 
mos 7 los procesos basicos que aseguran la segregación fidedigna de las croma- 
tidas hermanas se conservan en todos los eucariotas. Entre estos procesos 
basicos de la mitosis se incluyen ta condensación de los cromosomas. la forma- 
ción del huso mitótico, y la unión de los cromosomas a los microtubulos del 







Capłtulo 14 • Cicio celular • 609 


Profase 


Cromatidas herma nas 


Centrosoma 
Microłubulo ^ 

Interfase 


Prometafase 



huso. lina vez llegado este punto T las cromatidas hermanas se separan y mi- 
gran a polos opuestos del huso, tras !o que se forman los nucleos hijos. 

Tradicionalmente, la mitosis se divide en cuatro etapas— profase, metafa- 
se. anafase, y telofase — que, en el caso de la celula animal, se ilustran en las 
Fig u ras 14.23 y 14.24. El comienzo de la profase queda determinado por la 
apancrcn de los cromosomas condensados, cada uno de los cuales esta constb 
tu i do por dos cromatidas hermanas (las moleculas de ADN hijas que se produ- 
jeron en la fasę S). Estas moleculas de ADN replicado permanecen entrelaza- 
das durante la fasę S y G 21 desenmaranandose durante el proceso de la 
condensaclón de la cromatina. Las cromatidas hermanas condensadas se 
mantienen unidas a traves del centrómero, que (como ya se trato en el Cap. 4) 
es una secuencia de ADN a la que se unen proteinas dando lugar al cinetocoro 
—el lugar de anclaje de los microtubulos del huso—. Ademas de la condensa- 
ción de los cromosomas, durante la profase se producen cambios en el citoplas- 


Figura 14.23 

Etapas de la mitosis en la celula ani¬ 
mal. Durante la profase, los cromosomas 
se condensan y los centrosomas se des- 
plazan a lados opuestos del nucleo, co- 
menzando la formación del huso mitótico. 
La ruptura de la enuuelta nuclear permi- 
te a los microtubulos del huso anclarse a 
los cinetocoros de los cromosomas. Du¬ 
rante la prometafase los cromosomas se 
agitan hacia delante y hacia atras entre 
los centrosomas y el centro de la celula, 
para ffnalmente quedar alineados en fa 
zona media de! huso (metafase). En la 
anafase, las cromatidas hermanas se se¬ 
paran y mig ran a polos opuestos del huso. 
La mitosis termina eon la reconstitudón 
de las envolturas nucleares y eon la des- 
condensadón de los cromosomas en la 
telofase, y la dtocinests da lugar a dos ce- 
lulas hijas interfasicas. Conviene destacar 
que cada celula hija recibe un centrosoma 
que se duplicara previamente a la siguien- 
te mttosis. 
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Figura 14,24 

Micrografias de fluorescencia de la 
cromatina, la ąueratina y los microtu- 
bulos durante la mitosis de celulas del 
pulmón de tritóri. La cromatina se tińe 
de azul, la queratina se tińe de rojo, y los 
microtubulos se tińen de verde. (Coniy L 
Rieder Biological Photo Service.) 


Anafase tardia 



Telofase 



ma que conducen al desarrollo del huso mitótico. Los centrosomas (que se 
duplicaron en la interfase) se separan y migran a lados opuestos del nucleo. Ahi 
actuan como los dos polos del huso mitótico, que comienza a formarse duran¬ 
te la profase tardia. 

En los eucariotas superiores el finał de la profase se corresponde eon la 
rotura de la envuelta nuclear. Sin embargo, como ya se trato en el Capftulo 8, fa 
rotura de la envuelta nuclear no es una caracteristica generał de la mitosis. En 
concreto, las levaduras y muchos otros eucariotas uniceiuiares sufren una «mito¬ 
sis cerrada», en la que la envuelta nuclear permanece Intacta (vease la Fig. 8.30). 
En estas celulas, los cuerpos polares del huso estan incluidos en la envuelta 
nuclear, y el nucleo se divide en dos tras la migración de los cromosomas hijos a 
los polos opuestos del huso, 

Una vez terminada la profase, la celula entra en prometafase —un periodo 
de transición entre la profase y la metafase—, Durante la prometafase los mi¬ 
crotubulos del huso mitótico se anclan a los cinetocoros de los cromosomas 
condensados. Los cinetocoros de las cromatidas hermanas se disponen a los 
dos lados opuestos del cromosoma, por lo que se unen a los microtubulos que 
surgen de los polos opuestos del huso. Los cromosomas se mueven hacia de- 
lante y hacia atras hasta que se alinean en la płaca metafasica en la mitad del 
huso. Llegado a este punto la celula ha alcanzado la metafase. 
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La mayoria de las celulas permanecen en metafase poco tiempo antes de 
continuar a !a anafase. La transición de metafase a anafase se produce por la 
rotura de la unión entre las cromatidas hermanas, las cuales se separan y mi¬ 
gren a polos opuestos de! huso. La mitosis finaliza eon la telofase, durante la 
cual los nucleosse regeneran y los cromosomas se descondensan. La citocine- 
sis normalmente comienza durante fa anafase tardfa y se completa al finał de la 
telofase, dando lugar a dos celulas hijas en interfase. 

MPF y progres i ótt a la metafase 

La mitosis supone unos cambios muy importantes en varios componentes celu- 
lares, que llevan a la reorganización casi total de la estructura celular. Como ya 
se trato anteriormente en este Capitulo, estos procesos se inician medianie la 
activación de la proteina quinasa MPF (Cdc2/ciclina B). 

Parece ser que MPF no solo actua como un regulador principal del paso a la 
fasę M, fosforilando y activando otras proteina guinasas posteriores, sino que 
tambien interviene directamente fosforilando algunas proteinas estructurales in™ 
volucradas en esta reorganización celular (Fig. 14,25). 

La ćondensación de la cromatina interfasica para dar lugar a los cromoso¬ 
mas compactos de las celulas mitóticas es un suceso clave en la mitosis, ya que 
permite que los cromosomas se desplacen por el huso mitótico sin romperse y 
sin enredarse entre ellos. Como ya se trato en el Capitulo 4, la cromatina en los 
nucleos interfaslcos se condensa aproximadamente por un factor de mil para 
formar los cromosomas metafasicos. Esta cromatina tan condensada no puede 
transcribirse, por !o que la transcripción cesa al producirse la condensación 
de la cromatina. A pesar de la gran importancia de este hecho, todavfa no se 
comprende por completo ni la estructura de los cromosomas metafasicos ni los 
mecanismos moleculares de la condensación de la cromatina. Sin embargo, 
recientemente se han descrito unos complejos proteicos denominados conden- 
sinas, que se considera que llevan a cabo la condensación de los cromosomas 
enrollando el ADN sobre si mismo, lo que da lugar a la estructura condensa¬ 
da de los cromosomas mitótieos. Las condensinas son fosforiladas directamen¬ 
te por la proteina guinasa Cdc2, lo que las activa al entrar las celulas en mitosis, 
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Figura 14.25 

Dianas del MPF, EJ MPF induce varios cambios en eJ nucleo y en el citoplasma durante 
la puesta en marcha de la fasę M; esto lo realiza aetivando otras proteina quinasas y 
fosforilando proteinas como las condensinas y las laminas nucleares 
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Figura 14.26 

Micrografia electrónica de microtubu¬ 
los unidos al cinetocoro de un cromo- 
soma. (Gonly L. Rieder/Biological Photo 
Service.) 
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resultando la condensacion de la cromatina. Una alteración molecular que sueie 
acompańar a la condensadón de los cromosomas es la fosforilación de la his¬ 
toria HI. por lo que hay que sehaiar que la historia HI tambien es un sustrato de 
Cdc2. Sin embargo, la fosforilación de la histona HI no es un reguisito necesa- 
rio para que los cromosomas se condensen, por lo que el significado de esta 
fosforilación no esta claro. Por otro lado, se ha demostrado que para que los 
cromosomas se condensen se requiere la fosforilación de la histona H3, Pero, 
de manera sorprendente. la histona H3 no es fosforilada por Cdc2, sino por otrą 
proteina quinasa (aurora B) que tambien es activada durante ta mitosis. 

La rotura de la envuelta nuclear, que es uno de los sucesos mas llamativos 
de la mitosis, constituye la diana mejor caracterizada para la acción det MPF. 
Como ya se trato en el Capftulo 8, Cdc2 fosforila a las laminas, lo que provoca 
la despolimerización de la lamina nuclear (vease Fig. 8.31). Tras esto, la mem¬ 
brana nuclear se fragmenta en pequeńas vesi'culas que terminan fundiendose 
para dar lugar a nuevos nucleos hijos en la telofase. De igual manera, el reticu- 
lo endopiasmico y el aparato de Golgi se fragmentan en vesiculas pequeńas, 
que se distribuiran a las celulas hijas en ia citocinesis. El MPF tambien induce 
la rotura de estas membranas, y puede que sea mediada por la fosforilación de 
la proteina GM 130 de la rnatriz del Golgi por parte de Cdc2; esta proteina se 
requiere para la unión a la membrana del Golgi de las vesiculas revestidas 
COPI. La fosforilación y la inactivación de GM130 por Cdc2 inhibe la unión y la 
fusión de las vesfculas ; lo que conduce a que ef aparato de Golgi se fragmente. 
Sin embargo, en este proceso tambien pueden verse involucradas otras dianas 
de Cdc2, por !o que los mecanismos mediante los que MPF provoca la fragmen- 
tación de la membrana todavia han de ser dilucidados en su totalidad. 

La reorganización del citoesqueleto, que culmina en la formación del huso 
mitótico, se debe a la inestabilidad dinamica de los microtubulos (vea$e Cap. 
11). Al comienzo de la profase, los centrosomas se desplazan a lados opuestos 
del nucleo. Entonces el aumento en ta actividad del MPF induce un cambio 
drastico en la dinamica de los microtubulos. En primer lugar, aumenta el ritmo 
de desensamblaje de los microtubulos, lo que da lugar a que los microtubulos 
interfasicos se despolimerizan y acortan. Este desensamblaje parece que se 
debe a la fosforilación de las proteinas asociadas a microtubulos, bien por el 
propio MPF o bien por otras proteina quinasas activadas por el MPF Ademas, 
aumenta el numero de microtubulos que emanan de los centrosomas, por io 
que los microtubulos interfasicos se sustituyen por un gran numero de microtu¬ 
bulos cortos que irradian desde los centrosomas. 

La rotura de la envuelta nuclear permite a algunos de los microtubulos del 
huso unirse a los cinetocoros de los cromosomas (Fig. 14.26) t comenzando 
entonces el movimiento de los cromosomas que caracteriza a la prometafase, 
Entre las proteinas que se reunen en el cinetocoro se incluyen «motores» de 
microtubulos, que dirigen el movimiento de los cromosomas hada los extremos 
negativos de los microtubulos dei huso, los cuales estan anciados al centroso- 
ma A la acción de estas proteinas que !levan a los cromosomas hacia el centro- 
soma, se oponę el crecimiento de los microtubulos del huso, que empuja a los 
cromosomas alejandolos de tos polos del huso. Por lo tanto, los cromosomas en 
la prometafase se agitan hacia delanfe y hacia atras entre los centrosomas y la 
zona media del huso. 

Los microtubulos de los polos opuestos del huso se acaban uniendo a los 
dos cinetocoros de las cromatidas hermanas (que se iocafizan en lados opues¬ 
tos del cromosoma), y el equilibrio de fuerzas que actua sobre los cromosomas 
hace que estos queden alineados en la płaca metafasica en la mitad del huso 
(Fig. 14.27). Como ya se trato en el Capifulo 11, el huso esta constituido por 
microtubulos cinetocóricos, que se unen a los cromosomas, y por microtu¬ 
bulos pofares, que se superponen unos eon otros en el centro de la celula. 
Ademas, los pequenos microtubulos asfrales irradian desde los centrosomas 
hacia la periferia celular. 
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Figura 14,27 

Huso metafasico. (A) El huso esta cons- 
tetuido por tres tipos de microtubLilGs. Los 
microtubulos cinetocóricos se ancfan a los 
cromosomas, los microtubulos polares se 
superponen entre si en el centro de la ce- 
lula, y los microtubulos astrales irradian 
desde el centrosoma hacia la periferia ce¬ 
lular. (B) Celula en metafase del pez core- 
gono. (B, Michael Abbey Photo Resear- 
chers, Ino.). 


Proteolisis e imictwtición dcl MPF: anafase y telofase 


Como ya se mencionó anteriormente en este Capitulo, un punto de control im- 
portante def ciclo celular reguła la alineación de los cromosomas en el huso 
metafasico. Una vez que esto se ha producido, la celula inicia la anafase y 
compieta fa mitosis. El paso de la metafase a la anafase se debe a la proteolisis 
de proteinas reguladoras mediada por las ubiquitinas, la cual se dispara por la 
activación de una ubiquitina ligasa (vease Fig. 7.39) denominada complejo 
promotor de la anafase. La activación del complejo promotor de la anafase se 
induce por el MPF al comienzo de la mitosis, por lo que el MPF, en ultima instan¬ 
cja, provoca su propia destrucción. Sin embargo, el complejo promotor de la 
anafase permanece inactivo hasta que la celula rebasa el punto de control de la 
metafase, despues del cual la activación del sistema de degradación constituido 
por las ubiquitinas permite el paso de la metafase a la anafase y la progresión a 
traves de! resto de la mitosis. 

El punto de control del huso es notable en el sentido de que la presencia de 
un solo cromosoma no alineado es suficiente para inhibir la activación del com¬ 
plejo promotor de la anafase. A pesar de que todavia no se comprende por 
compieto el mecanismo bioquimico responsable de la operación de este punto 
de control, parece que los cromosomas no adhendos desencadenan la produc- 
ción de un complejo de proteinas (denomtnadas proteinas Mad/Bub) que inhi- 
ben a! complejo promotor de la anafase (Fig. 14.28). Esta inhibición es liberada 
una vez que todos los cromosomas se encuentran correctamente alineados, 
dando lugar a la activación de! complejo promotor de la anafase y a la degrada¬ 
ción de dos proteinas diana clave. La puesta en marcha de la anafase se debe a 
la degradación proteolitica de una proteina denominada Sccl, que es un com- 
ponente de un complejo de proteinas denominado cohesinas que mantienen 
unidas a las cromatidas hermanas mientras estas permanecen alineadas en la 
płaca metafasica. La degradación de Sccl no esta catalizada directamente por 
el complejo promotor de la anafase, sino que este degrada una proteina regula- 
dora denominada Pdsl. La degradación de Pdsl activa otrą proteina, denomina¬ 
da Espl, lo que lleva a la proteolisis de la cohesina Sccl. La rotura de Sccl 
rompe ia unión entre las cromatidas hermanas, lo que permite su segregación 


Figura 14.28 

Dianas del sistema de la proteolisis de la cieli na B. El complejo promotor dc la anafa¬ 
se es una ubiquitina ligasa que esta inhibida por las proteinas Mad/Bud hasta que la celula 
pasa a traves del punto de control del huso. La activación del complejo prmotor de la 
anafase provoca el paso de metafase a anafase mediante la degradación de la cohesina 
Sccl, que rompe fa unión entre las cromatidas hermanas, El complejo promotor de la 
anafase tambien estimula fa degradación de la ciclina B f lo que conduce a la inactivación 
del MPF. a la salida de la mitosis y a la citocinesis. 
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Figura 14.29 

Celula de pez coregono en anafase. 

(Michael Abbey/ Photo Researchers, Inc.) 


migrando a polos opuestos del huso (Fig. 14.29). La separación de los cromoso- 
mas durante la anafase sigue adeiante debido a ta acción de varios tipos de profei- 
nas motoras asociadas eon los microtubulos de! huso (veanse Figs. 11.48 y 11,49), 

La otrą proteina reguladora clave que es una diana para la acción de las 
ubiquitinas y para la degradación por el complejo promotor de la anafase, es la 
ciclina B. La degradación de ta ciclina B provoca la inactivación del MPF, lo que 
se requiere para que la celula abandone la mitosis y retorne a ta interfase. Mu- 
chos de los cambios celulares que tienen lugar en estos pasos son sencillamen- 
te los procesos inversos a los que induce el MPF durante la entrada en la mito¬ 
sis. Por ejemplo, el ensamblaje de la envueita nuclear, la descondensación de 
la cromatina, y la vuelta de los microtubulos a un estado interfasico se deben, 
probablemente, a la perdida de la actividad del MPF y a la desfosforilactón de 
aquellas protemas que habian sido fosforiladas por el MPF al principio de la 
mitosis. Como se vera a continuación, la inactivación del MPF tambien provoca 
la citocinesis. 

Citocinesis 

Normalmente, tras la conclusión de la mitosis se produce la citocinesis, dando 
lugar a dos celulas htjas. La citocinesis suele comenzar en la anafase tardia y se 
desencadena por la inactivación del MPF, lo qu@ coordina la división nuclear 
eon la división cltoplasmatica de la celula. Como ya se vio en el Capitulo 11, la 
citocinesis de las celulas animales se produce mediante un anillo contraclH de 
filamentos de actina y miosina II que se forma debajo de la membrana plasmatica 
(Fig. 14.30). La localización de este anitlo queda determinada por la posieión del 
huso mitótico, por lo que la celula se dtvide por un piano que pasa a traves de la 
płaca metafasica, perpendicular at huso. A medida que los filamentos de actina y 
miosina se contraen, estos tiran de la membrana plasmatica, lo que hace que la 
celula se estrangule y quede dividida en dos. A continuación, se rompe el puente 
entre las dos celulas hijas, y la membrana plasmatica se vuelve a sellar. 

El mecanismo de la citocinesis es diferente en las celulas de las plantas 
superiores, ya que estas estan rodeadas por una pared ceiular rigida. En vez de 
ser estranguladas y divididas en dos por el anillo contractil, estas celulas se 
dividen mediante la formación de una nueva pared ceiular y de una nueva mem¬ 
brana plasmatica dentro de ia celula (Fig 14,31). En latelofasetemprana, vesicu- 
las dei aparato de Golgi que portan precursores de ia pared ceiular se unen a los 
microtubulos del huso y se acumulan en el lugar de la płaca metafasica. Entonces 
estas vesiculas se fusionan formando una estructura grandę, en forma de disco y 
envuelta por membrana, acumulandose su contenido de polisacaridos y dando 
lugar a la matriz de la nueva pared ceiular (denominada płaca ceiular). La ptaca 


(A) 


Aniflo contractit 



Figura 14.30 

Citocinesis de las celulas animales, (A) La citocinesis se produce por la contracción de 
un anillo de filamentos de actina y miosina que estrangula a la celula dividiendola en dos. 
(B) Micrografla electrónica de barrido de un huevo de rana que esta sufriendo la citocine- 
sis, (B, David M. Phillips/ Visuals Unlimited.) 


(B) 
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Figura i 4,31 

Citocinesis en las pŁantas superiores. Las vesicuias del Golgi que contienen precurso- 
res de la pared celular se unen a los microtubulos polares, en el lugar donde se encontra- 
ba la płaca metafasiea. La fusión de estas veslculas da lugar a una estmctura eon forma 
de disco, rodeada de membrana (la płaca celular temprana) que crece hacia afuera y que 
se fundę eon la membrana plasmatica parental. 


celular se extiende hacia afuera, perpendicular al huso, hasta que alcanza a la 
membrana plasmatica. Entonces la membrana que rodea la płaca celular se fun¬ 
dę eon la membrana plasmatica parental, dividiendose la celula en dos. 

Meiosis y fecundación 

Los ciclos de las celulas somaticas tratados hasta el momento en este Capitulo, 
daban lugar a dos celulas hijas diploides eon una dotación genetica identica. 
Por el contrario, la meiosis es un tipo de ciclo celular especializado que reduce 
el numero de cromosomas a la mitad, dando lugar a celulas hijas haploides, Los 
eucariotas unicelulares, como las levaduras, pueden sufrir meiosis asi como 
reproducirse por mitosis, Por ejemplo, la levadura diploide Saccharomyces ce- 
revisiae sufre la meiosis y produce esporas cuando se eneuentra en condicio- 
nes ambientales desfavorables, Sin embargo, en las plantas y en los animales 
pluricelulares la meiosis solo se produce en las celulas germinales, donde resuL 
ta esencial para la reproducción sexual. Mientras que las celulas somaticas reali- 
zan la mitosis para proliferar, en las celulas germinales tiene lugar la meiosis para 
producir gametos haploides (el espermatozoide y el óvulo). El desarrollo de un 
nuevo organismo comienza eon la fusión de estos gametos en la fecundación. 

Proceso de la meiosis 

A diferencia de la mitosis, Ja meiosis supone la división de una celula parental 
diploide en una progenię hapioide, de tal manera que cada celula contiene solo 
un miembro del par de cromosomas homólogos presentes en el progenitor di¬ 
ploide (Fig. 14.32). Esta reducción en el numero de cromosomas se realiza 
mediante dos rondas consecutivas de divlsión nuclear y celular (denominadas 
meiosis I y meiosis l!) s que ocurren tras una unica ronda de replicación del ADN. 
Al igual que la mitosis, la meiosis I comienza despues de que finalice la fasę S y 
de que los cromosomas parentales se hayan replicado para producir cromath 
das hermanas identicas. Sin embargo, el patron de la segregación de los cro¬ 
mosomas en la meiosis I es muy diferente al de la mitosis Durante la meiosis I, 
los cromosomas homólogos primero se emparejan unos eon otros y luego segre- 
gan a celulas hijas diferentes. Las cromalidas hermanas permanecen unidas, por 
lo que tras la meiosis I se obtienen celulas hijas que contienen un unico miembro 
de cada par cromosómico (cada uno de los cuales esta constituido por dos cro- 
matidas hermanas). Tras la meiosis I se produce la meiosis II, que se asemeja a 
la mitosis en que las cromatidas hermanas se separan y segregan a diferentes 
celulas hijas. Por lo tanto, la meiosis 11 da como resultado cuatro celulas hijas 
haploides, cada una de las cuales contiene una copia de cada cromosoma, 

El apareamiento de los cromosomas homólogos tras la replicación del ADN 
no solo es un proceso ctave que subyace a la segregación de los cromosomas 
en la meiosis, sino que tambien permite la recombinación entre los cromosomas 
de origen paterno y materno. Este emparejamiento crucial de los cromosomas 
homólogos tiene lugar durante una larga profase en la meiosis l T que se divide 
en cinco etapas (leptoteno, zigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis) en 
función de la morfologia cromosómica (Fig, 14.33). La recombinación se produ¬ 
ce eon una elevada frecuencia durante la meiosis, y se inicia por roturas de 
dobie hebra que se inducen en la profase temprana meiótica (leptoteno) por la 
acción de una endonucleasa altamente conservada denominada Spoi 1. Como 
se estudió en el Capitulo 5, la formacien de roturas de dobie hebra lleva a la 
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Figura 14 32 

Comparación de la meiosis y la mito- 
sis. Tanto la meiosis como la mifosis co- 
mienzan tras la replicación del ADN, por lo 
que cada cromosoma esta constituido por 
dos cromatidas herm a nas. En la meiosis 1, 
los erom oso mas homólogos se aparean y 
entonces segregan a celulas diferentes. Du- 
rante la meiosis II las cromatidas hermanas 
se separan, lo que se asemeja a u na mito- 
sis normal Por lo tanto, la meiosis da lugar 
a cuatro celulas hijas haploides 
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Figura 1433 

Etapas de la profase de ta meiosis L Mi- 

crografias que muestran la morfologia de 
loscromosomasdel lirio. (C. Hasenkampf/ 
Biological Photo Service.) 



















Capftulo 14 • Ciclo celular • 617 



Figura 14.34 

Complejo sinaptonemico. Los bucles do cromatina se ancien a los elementos laterales, 
que estan unidos medianie un elemento central eon una estructura a modo de cremallera. 


formación de regiones de hebra sencilla que invaden un cromosoma homólogo 
medianteel apareamiento de bases comptementarias (vease Fig. 5.36). La aso- 
ciación estrecha de los cromosomas homólogos (sinapsis) comienza durante 
la etapa de zigoteno. Durante esta etapa una estructura proteica a modo de 
eremallera, denominada complejo sinaptonemico, se forma a lo largo de los 
cromosomas apareados (Fig. 14.34). Este complejo mantiene a los cromoso¬ 
mas homólogos estrechamente unidos y alineados el uno eon el otro durante la 
etapa de paquiteno t que se puede prolongar durante varios dias. La recombina- 
cłón entre los cromosomas homólogos se completa durante su asociación en la 
etapa de paquiteno, permaneciendo los cromosomas unidos en los lugares del 
sobreeruzamiento (quiasmas). Los complejos sinaptonemicos desaparecen en 
Ja etapa de diploteno, y los cromosomas homólogos se separan, Sin embargo, 
es importante destacar que permanecen unidos en los quiasmas t lo que es 
esencial para que se alineen correctamente en la metafase. Llegado este punto, 
cada par cromosómico (denominado brva!ente) esta constituido por cuatro cromati- 
dascon quiasmas visibles (Fig, 14.35). La diacinesis t la etapa finał de la profase I, 
supone la transición a la metafase, durante la que los cromosomas se conden- 
san por compieto. 

Durante la metafase I, los cromosomas bivalentes se alinean en el huso. 
A diferencia de la mitosis (vease Fig. 14.27), los cinetocoros de las ero- 
matidas hermanas estan adyacentes el uno al otro y se orientan en la misma 
dirección, mientras que los cinetocoros de los cromosomas homólogos estan 
dirigidos hacia los polos opuestos del huso (Fig 14,36). Por lo tanto, los micro- 
tubulos del mismo polo del huso se unen a las eromatidas hermanas, mientras 
que los microtubulos de polos opuestos se unen a los cromosomas homólogos. 
La anafase I comienza eon la rotura de los guiasmas por los que se mantienen 
unidos los cromosomas homólogos, Entonces los cromosomas homólogos se 
separan, mientras que las eromatidas hermanas permanecen unidas por sus 
centrómeros. Por lo tanto, tras finalizar la meiosis I, cada celula hija ha recibi- 
do un miembro de cada par de homólogos, constituido por dos eromatidas her¬ 
manas. 

La meiosis II comienza inmediatamente despues de la citocinesis t normah 
mente antes de que los cromosomas se hayan descondensado por compieto, A 
diferencia de la meiosis I, la meiosis II se asemeja a una mitosis normaL En la 
metafase II, los cromosomas se alinean en e! huso de tal manerague losmicro- 


Figura 14.35 

Cromosoma brvalente en la etapa de diploteno, El cromosoma bivalente esta consti¬ 
tuido por los cromosomas homólogos apareados. Las eromatidas hermanas de cada cro¬ 
mosoma se unen por el centrómero. Las eromatidas de los cromosomas homólogos se 
unen por los qutasmas, que son los sitios donde se ha producido la recombinación genśti- 
ca. (B. JohnA/isuals Unlimited.) 










































618 • Sección IV • Regulación celular 




Cinetocoros 
de las cromśtidas 
hermanas 


Metafase I 


Guiasma 


Anafase I 




Cuerpo 
polar 


Detención < 
en diploteno 


Crecimiento 
del oocito 


Estimulación hormonal 


Fi nalización de 
fa meiosis I 


Detención 
en metafase II 


Figura 14.36 

Segregación cromosómica en la meiosis I. En la metafase I. los cinetocoros de las 
cromatidas hermanas se encuentran fusionados o adyacentes el uno al otro. Los microtu- 
bulos procedentes del mismo polo del huso se unen a los cinetocoros de las cromatidas 
hermanas, mi en tras que los microtubulos procedentes de pofos opuestos se ancian a los 
cinetocoros de cromosomas homólogos. Los quiasmas se rompen en la anafase I y los 
cromosomas homólogos migran a polos opuestos del huso. 


tubulos de ios polos opuestos del huso se unen a los cinetocoros de las eroma- 
ttdas hermanas. La unión entre los centrómeros de las cromatidas hermanas se 
rompe en la anafase II, y las cromatidas hermanas segregan a polos opuestos, 
A continuación se produce la citocinesis, dando lugar a celulas hijas haploides. 

Regulación de la meiosis en los oocitos 

Los oocitos (óvulos en desarrollo) de los vertebrados han sido modelos espe- 
cialmente utiles para investigar el ciclo celular debido, en gran parte, a su gran 
tamańo y a que se manipulan facilmente en el taboratorio. Un claro ejemplo de 
esto, que ya se trato anteriormente en este Capitulo, lo proporctona ef descubri- 
miento y la posterior purificación del MPF de oocitos de rana. La meiosis de 
estos oocitos, at igual que la de otras especies, se reguła en dos unicos puntos 
del ciclo celular, y ios estudios sobre la meiosis de ios oocitos han dado a cono- 
cer nuevGs mecanismos de control del ciclo celular, 

El primer punto de regulación de la meiosis de los oocitos aparece en la 
etapa de diploteno de la primera divisrón meiótica (Fig. 14.37), Los oocitos pue- 
den permanecer detenidos en esta etapa durante largos periodos de tiempo 
—hasta 40 o 50 ańos en el ser humano—. Mientras permanecen detenidos en 
diploteno, los cromosomas de los oocitos se descondensan y se transcriben 
activamente. Esta actividad transcripcional se refleja en el gran crecimiento de 
los oocitos durante este periodo. Por ejemplo, los oocitos humanostienen cerca 
de 100 [im de diametro (mas de cień veces el vo!umen de una celula somatica 
tipica). Los oocitos de rana son incluso mayores, eon diametros aproximada- 
mente de 1 mm, Durante este periodo de crecimiento celular los oocitos acumu- 
lan gran cantidad de materiał de reserva t incluyendo ARNs y proteinas, que se 
necesitan para mantener el desarrollo temprano del embrion. Como ya se men- 
cionó anteriormente en este Capitulo, los ciclos celulares embrionariostempra- 
nos tienen lugar sin que se produzca crecimiento celular, dividiendose el óvulo 
fecundado rapidamente en celulas mas pequehas (vease Fig, 14,2). 

Los oocitos de las diferentes especies varian respecto a cuando se reanuda 
la meiosis y tiene lugar la fecundación. En algunos animales, fos oocitos perma¬ 
necen detenidos en la etapa de diploteno hasta que son fecundados, y solo 
entonces prosigue la meiosis. Sin embargo, los oocitos de la mayorfa de los 
vertebrados (incluyendo las ranas, los ratones, y los humanos) reanudan la 
meiosis en repuesta a una estimulación hormonal y prosiguen a traves de la 
meiosis I antes de la fecundación. La división celular tras la meiosis I es asime- 
trica, dando lugar a un cuerpo polar pequeno y a un oocito que mantiene su 
gran tamaho. Entonces el oocito se dispone a entrar en la meiosis II sin haber 
reconstituido el nucleo o sin que se hayan descondensado sus cromosomas. La 
mayorfa de los oocitos de los vertebrados se vueive a detener en la metafase II, 
donde permanecen hasta la fecundación. 


Figura i4.37 

Meiosis de los oocitos de los vertebrados. La meiosis se detiene en la etapa de diplo¬ 
teno, durante la que los oocitos crecen hasta alcanzar un gran tamaho. Entonces los 
oocitos reanudan la meiosis en respuesta a la estimulación hormonal y completan la prime¬ 
ra división meiótica, en la que una citocinesis aslmetrica da lugar a un cuerpo polar peque- 
ho. La mayorfa de los oocitos de los vertebrados vuelve a detenerse en la metafase li. 
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Figura 14,38 

Actividad del MPF durante la meiosis 
de los oocitos. La estimulación hormo- 
nal de los oocitos en diploteno activa af 
MPF, lo que da lugar a que se pasę a la 
metafase i. Entonces la aętividad del MPF 
disminuye en la transidón de metafase I a 
anafase I. Una vez que se ha eompletado 
la meiosis I, aumenta de nuevo la activi- 
dad del MPF y permanece elevada duran¬ 
te la detención en metafase II. 


Al igual que la fasę M de las cel u las somaticas, la meiosis de los oocitos es 
controlada por el MPF. Sin embargo, la regulación del MPF durante la meiosis de 
los oocitos manifiesta caractensticas unicas que son responsables de la detención 
en la metafase II (Fig. 14.38). La estimulación hormonal de los oocitos detenidos en 
diploteno hace que se reanude ia meiosis al activar a MPF, al igual que sucede en 
el paso de G 2 a M en las celulas somaticas. Entonces, ai igual que en la mitosis, 
MPF induce !a condensadón de los cromosomas, la rotura de la envuelta nuclear, y 
laformación del huso, A partir de aqut, la activación del complejo B promotor de la 
anafase induce el paso de metafase a anafase de la meiosis I, junto eon una dismi- 
nución en la actividad del MPF. Sin embargo, en contraste eon la mitosis, la activi- 
dad de MPF solo se ve parciałmente reducida, de modo que el oocito permanece 
en la fasę M. la cromatina permanece condensada, y las envueltas nucleares no se 
vue!ven a formar. Despues de la citocinesis, aumenta de nuevo la actividad de 
MPF y se mantiene durante el tiempo que el óvulo permanece detenido en metafa¬ 
se II. Por iotanto, un mecanismo regutador unico de los oocitos mantiene la aetivi- 
dad del MPF durante la transidón de metafase a anafase de la meiosis I y la subsF 
guiente detención en metafase II, lo que bloquea e! paso de metafase a anafase en 
la meiosis II y la inactivación del MPF que tendria lugar debido a la proteolisis de 
la ciclina B durante una fasę M normal. 

El factor responsable de la detención en la metafase II lo identificaron por 
primera vez Yoshio Mashui y Clement Markert en 1971, en el mismo conjunto 
deexperimentosque l!evaron al deseubrimientodei MPF. Sin embargo, en este 
caso, se inyectó el citoplasma de un huevo que estaba detenido en la metafase 
II en una celula de embrion temprano que estaba sufriendo ciclos celulares mi- 
tóticos (Fig. 14.39). Tras esta tnyección del citoplasma del huevo, la celula em- 
brionariase detuvo en metafase, lo que indicaba que la detención en la metafa¬ 
se se inducia por un factor citoplasmatico presente en el huevo. Debido a que 
este factor detenia la mitosis, se le denominó factor citostatico (CSF), 


Figura 14.39 

identif icación del factor citostatico. Se microinyecta el citoplasma de un óvulo en meta¬ 
fase II en una celula de un embrion constituido por dos celulas. La celula embrionaria inyec- 
tada se detiene en metafase, mientras que la celula que no ha sido inyectada continua su 
división. Por lo tanto, un factor en el citoplasma del óvulo en metafase II (factor citostatico) 
ha inducido ta detención en metafase de la celula embrionaria inyectada. 



Microinyección 
de citoplasma 


Embrion de 
dos celulas 


Celula inyectada 
detenida 









620 • Sección IV • Regulación celular 


Mos 

* 

MEK 

i 

ERK 

i 

Rsk 

/ \ 

/ \ 

Sintesis de Complejo 

cieli na B promotor de 

la anafase 

i 

Degradación 
de ciclina B 



i_i 

10 /im 


Figura 14.41 

Fec u n d a c ión. M ic rografia el ect ró n ica de 
barrido de un espermatozoide hu ma no fe- 
cundando un óvulo. (David M, PhilipsA/i- 
sualas Unfimited.) 


Figura 14.40 

Mantemimiento de la actividad de MPF por la proteina quinasa Mos, La proteina qui- 
nasa Mos mantiene la actividad MPF tanto estimulando la sintesis de dclina B como 
inhibiendo la degradación de dolina B por parte del complejo promotor de la anafase. La 
acción de Mos estś mediada por las proteinas quinasas MEK, ERK y Rsk. 


Expenmentos mas recientes han identificado a una proteina senna/treonina 
quinasa denominada Mos como un eomponente fundamental del CSF. Mos se 
sintetiza especificamente en los oocitos, alrededor del finał de la meiosis I, y 
entonces se requtere tanto para el ineremento de la actividad del MPF durante 
la meiosis II como para mantener la actividad del MPF durante la detención en 
metafase II. La acción de Mos se debe a ia activación de una quinasa MAP ERK. 
que desempeńa un papel central en las vias de la seńalización celular tratadas 
en el Gapitulo antehor. Sin embargo, ERK desempeńa un papel diferente en los 
oocitos; activa otrą proteina quinasa denominada Rsk, que mantiene la activi- 
dad de MPF tanto inhibiendo ia degradación de la ciclina B como estimulando la 
sintesis de ciclina B (Fig. 14.40), Asi, Mos mantiene ia actividad de MPF duran¬ 
te la meiosis de los oocitos, desencadenando la detención de los oocitos en 
metafase II. Los oocitos pueden permanecer detenidos en este punto del ciclo 
celular meiótico durante muchos dfas, hasta que sean fecundados. 

Fecundación 

En la fecundación, el espermatozoide se une a un receptor en la superficie del 
óvulo y se fusiona eon la membrana plasmatica de este, comenzando asi el 
desarrolfo de un nuevo organismo diploide que contiene información genetica de 
ambos progenitores (Fig. 14.41). La fecundación no solo conduce a que se mez- 
clen los cromosomas paternos y maternos, sino que tambien induce una serie de 
cambios en el citoplasma del óvulo que son criticos para el desarrollo posterior. 
Estos cambios activan al óvulo, lo que hace que se complete la meiosis del 
oocito y que comiencen los ciclos celulares mitóticos del embrion temprano. 

Una seńal fundamental, debida a la unión del espermatozoide a su receptor 
en la membrana plasmatica del óvulo, es el aumento en el nivel de Ca 2 ' en el 
citoplasma del óvufo, lo que posiblemente se dęba a ia ac!ivación de la hidrólisis 
del foslatidilinositol 4,5 bifosfato {PIP^) (vease Fig. 13.27). Un efecto de este 
aumento de Ca 2ł intracelular es la inducción de alteraciones en la superficie que 
impiden la entrada de mas espermatozoides en el óvulo. Este es un proceso 
fundamental para asegurar que se forma un embrion diploide normaL puesto 
que el óvulo permanece expuesto a un elevado numero de espermatozoides. 
Se piensa que estas alteraciones se deben, al menos en parte, a la exocitosis 
inducida por Ca 2+ de vesiculas secretoras que abundan debajo de la membrana 
plasmatica del óvulo. La liberación de los contenidos de estas vesiculas altera 
la cubierta extracelular del óvuio, de tal manera que se bloquea la entrada de 
otros espermatozoides. 

El aumento del Ca 2 ' citosólico tras la fecundación tambien es una senat para 
que se complete la meiosis (Fig. 14.42), En los óvufos que permanecen deteni¬ 
dos en la metafase II, la transición de metafase a anafase se pone en marcha 
median te una activación del complejo promotor de la anafase inducidapor Ca 2 L 
La inactivación del MPF resultante hace que se complete la segunda división 
meiótica, teniendo lugar una citocinesis asimetrica (al igual que en la meiosis I) 
y produciendo un segundo cuerpo polar pequeńo, 

Una vez que se ha completado la meiosis del oocito, el óvulo fecundado 
(ahora denominado zigoto) contiene dos nucleos haploides (denominados pro- 
nucleos), cada uno proveniente de un progenitor. En los mamiferos, los dos 
pronucleos entran en fasę S y replican su ADN a ia vez que migran el uno hacia 
el otro, Cuando se eneuentran, el zigoto entra en la fasę M de su primera divj- 
sión mitótica. Las dos envueltas nucleares se rompen, y los cromosomas eon- 
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Figura 14.42 

Fecundación y finalización de La meiosis. La fecundación induce dl paso de la metafa- 
se II a la anafase ll r lo que da lugar a que se complete la meiosis del oocito y a la fomnación 
de un segundocuerpo polar (que normalmente degenera). El nucleo del espermatozoide se 
descondensa, por lo que el óvulo fecundado (zigoto) contiene dos nucleos haploides (pro- 
nucleos masculino y femenino), En los mamfferos, los pronudeos replican su ADN a medi- 
da que se aproximan. Entonces comienza la mitosis, y los cromosomas procedentes de 
ambos nucleos se alinean en un huso miiótico comun. Por lo tanto, tras la mitosis y la 
citodnesis se obtiene un embrion formado por dos celulas y cada una de ellas contiene un 
genoma diploide. 


densados de origen paterno y materno se alinean en un nnismo huso. El resulta- 
do al finalizar la mitosis son dos celulas embrionarias, cada una eon un genoma 
diploide nuevo. Entonces comienza la serie de divisiones celulares que, en ulti¬ 
mo lermino, dara lugar al desarrollo de un nuevo organismo. 

Celulas mądre y mantenimiento de tejidos adultos 

El desarrollo temp rano se caracteriza por ta rapida proliferación de las celulas 
embrionarias, que a partir de un momento determinado se diferencian para dar 
lugar a los diversos tipos de celulas especializadas que constituyen los tejidos y 
órganos de los animales pluricelulares. A medida que las celulas se diferencian 
su ritmo de proliferación suele disminuir, y la mayoria de las celulas en el animal 
adulto permanecen detenidas en la etapa G 0 del ciclo celular. Un numero redu- 
cido de tipos celulares diferandados nunca se vue!ven a dividir, pero la mayoria 
de las celulas pueden reanudar la proliferación cuando se necesita reponer las 
celulas que se han perdido debido a una lesión o a la muerte celular. Ademas, 
algunas celulas se divśden continuamente a lo largo de la vida para reponer aque- 
llas celulas que tienen una tasa de renovación elevada en el animal adulto. Por lo 
tanto, ha de existir un equilibrio entre la proliferación y la muerte celular para que 
se mantenga un numero constante de celulas en los tejidos y órganos adultos 

Proliferación de las celulas diferenciadas 

Las celulas del animal adulto se pueden ciasificar en tres tipos generales en 
función de su capacidad de proliferación. Un reducido numero de tipos celulares 
diferenciadas, como las celulas del musculo cardiaco en el ser humano, no se 
dlviden. Estas celulas se generan durante el desarrollo embrionario, se diferen- 
cian, y se mantienen durante toda la vida del animal. 

Algunos otros tipos de celulas diferenciadas mantienen la capacidad de pro- 
liferar. Estas celulas entran en la fasę G 0 del ciclo celular pero resumen la proiL 
feración cuando es necesaria para reemplazar celulas que han sido dańadas o 
han muerto. Celulas de este tipo incluyen a los fibroblastos de la piel, las celulas 
del musculo lisa, las celulas endoteliales que revisten los vasos sangutneos y 
las celulas epiteliales de algunos órganos internos, como puede ser el higado. 
Un ejemplo de la proliferación controlada de estas celulas, estudiada anterior- 
mente en este capitulo, es la rapida proliferación de los fibroblastos de la piel 
para reparar el dano resultante de un corte o una herida. Otro ejemplo llamativo 
lo proporclonan las celulas hepaticas, que generalmente solo se dividen raramen- 
te. Sin embargo, si se pierden numeros elevados de celulas hepaticas (p. ej., 
por la extirpación quirurgica de parte del hfgado). las celulas restantes son esti- 
muladas y proliferan para reemplazar al tejido que falta. Por ejemplo, la extirpa- 
ción quirurglca de dos tercios del higado de una rata esta seguida de una rapida 
proliferación celular, desencadenando la regeneración del higado completo en 
pocos dias. 

Sin embargo, la mayoria de las celulas completamente diferenciadas ya no 
son capaces de llevar a cabo la división celular, pero pueden ser reemplazadas 
por la proliferación de celulas menos diferenciadas, denominadas celulas mą¬ 
dre. que estan presenfes en los tejidos de animales adultos. Puesto que retie- 
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Cultivo de celulas mądre embrionarias 


Aisfamiento de una tinea cetutar pluripotenciał a partir de embriones 
tempranos de ratón cułtivados en medio condicionado de celulas 
mądre de teratocarcinoma 

Gaił R. Martin 

Uniyersidad de California, San Francisco, CA 

Proceecfings of the National Academy of Science, USA, 1981, Vo1umen 78, pags, 7634-7638 


Contexto 

Las celulas de embriones 
tempranos son unicas en su 
capacidad de proliferación y 
diferenciación en todos los tipos de 
celulas que componen los tejidos y 
órganos de los animales adultos. En 
1970, se encontró que los 
embriones tempranos de ratón, eon 
frecuencia desarrollaban tu mores 
cuando eran retirados del utero y 
trasplantados en un sitio anómalo, 
Estos tumores, denomrnados 
teratocarcinomas, contenfan celulas 
que eran capaces de formar una 
gama de tejidos diferentes a medida 
que crecian en el animal. Ademas t 
las celulas procedentes de los 
teratocarcinomas (denominadas 
celulas de carcinoma embrionario) 
podian aislarse y crecer en cultivo. 
Estas celulas se parectan a las 
celulas embrionarias normales y 
podia inducirse su diferenciación en 
una variedad de tipos celulares en 


cultivo. Algunas celulas de 
carcinoma embrionario tambien 
podian participar en el desarrollo 
normal de un ratón, si eran 
inyectadas en embriones 
tempranos de ratón (blastocistos) y 
a continuación implantados en una 
mądre adoptiya. 

La capacidad de las celulas de 
carcinoma embrionario de 
diferenciarse en una diversidad de 
tipos celulares y de participar en el 
desarrollo normal de! ratón, sugerta 
que estas celulas derivadas de 
tumores podian estar 
estrechamente emparentadas eon 
las celulas mądre embrionarias 
normales Sin embargo, los sucesos 
que ocurrieron durante el 
establecimiento de 
teratocarcinomas en ratón eran 
de scon oc i do s. G ai! M a rti n h i poteti zó 
que las celulas de carcinoma 
embrionario encontradas en los 



Gaił R. Martin 


teratocarcinomas eran, 
esencialmente, celulas 
embrionarias normales que 
proiiferaban anómalamente debido, 
sencillamente, a que cuando eran 
retiradas del utero y trasplantadas a 
un sitio extrańo, no recibian las 
seńales apropiadas para inducir la 
diferenciación normal. Basandose 
en esta hipótesis, intentó cultivar 
celulas de embriones de ratón eon 
el objetivo de aislar lineas de celulas 
mądre embrionarias normales. Sus 
expenmentos f junto eon un trabajo 
similar de Martin Evans y Matthew 
Kaufman (Establecimiento en 
cultivo de celulas pluripotenciales a 
partir de embriones de ratón. 
Naturę, 1981, 292; 154-156), 
demostraron que las celulas mądre 
podian cultivarse directamente a 
partir de embriones de ratón 
normales. El aislamiento de estas 
tmeas de celulas mądre 
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nen la capacidad de proliferar y sustituir a las celulas diferenciadas a lo largo de 
la vida de un animal, las celulas mądre juegan un papel cntico en el manteni- 
miento de los tejidos adultos. 

Celu las mądre 

La propiedad critica de las celulas mądre es que se divlden para producir celu¬ 
las hijas, las cuales pueden diferenciarse o permanecer como celulas mądre 
(Fig. 14.43). Ya que la dlvisión de las celulas mądre produce nuevas celulas 
mądre, ademas de celulas hijas diferenciadas, las celulas mądre son poblaclo- 
nes autorrenovadoras que pueden servir como fuente para la producción de 
celulas diferenciadas a lo largo de la vida. El papel de las celulas mądre es espe- 
cialmente evidente en el caso de varios tipos de celulas epiteliales que revisten el 
tubo digestivo, que poseen una corta duración de vida y deben ser reemplazadas 
por la proliferación celular continua en los animales adultos. En todos estos 
casos, las celulas completamente diferenciadas no proliferan, pero son renova- 

Figura 14,43 

Proliferación de las celulas mądre. Las celulas mądre se dividen para dar lugar a una 
celula hija que permanece como una celula mądre, y a otrą celula hija que se diferencia (p 
ej., a una celula epitelial mtestinal). 
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Cultivo de celulas mądre embrionarias (conttnuadón) 

(A) (B) (C) 



embrionarias permitió la posterior 
manipulacion genetica y el analisis 
del desarrollo del ratón, ademas de 
plantear el posible uso de celulas 
mądre embrionarias humanas en la 
terapia de trasplante. 

Experimentos 

Basandose en la premisa de que las 
celulas de carcinoma embrionarias 
se derivaban a partir de celulas 
mądre embrionarias normales, 
Martin intento cultivar celulas a partir 
de blastocistos normales de ratom 
Empezando eon las celulas de 
aproximadamente 30 embriones, 
aisló inicialmente cuatro colonias de 
celulas en crecimiento tras una 
semana de cultivo, Estas celulas 
pod tan pasarse repetidamente a 
cultivos en masa t y pod tan 
derivarse, de forma reproducible, en 
nuevas lineas celulares cuando se 
repet i a el experimento eon 
embriones de ratón ad ic i on aleś. 

Las lineas celulares derivadas a 
partir de embriones normales 
(celulas mądre embrionarias) se 
asemejaban a las celulas de 
carcinoma embrionario, derivadas 
de tumores. Lo mas importante es 
que podia Inducirse la diferenciación 
de fas celulas mądre embrionarias 
en cultivo en una variedad de tipos 
celulares, incluyendo celulas 


endodermicas, cartilago, y celulas 
semejantes a neuronas (ver figura). 
Es mas, si las celulas mądre 
embrionarias eran inyectadas en un 
ratón, formaban tumores que 
contenian multiples tipos celulares 
diferenciados. Parecfa entonces, 
que las lineas de celulas mądre 
embrionarias, que retenian la 
capacidad de diferenciarse en una 
amplia gama de tipos celulares, 
podian establecerse en cu!tivo a 
partir de embriones normales de 
ratón. 

Impacto 

El establecimiento de lineas de 
celulas mądre embrionarias ha 
tenido un gran impacto sobre el 
estudio de la genetica y el desarrollo 
del ratón, ademas de abrir nuevas 
posibilidades para el tratamiento de 
una variedad de enfermedades 
humanas. Experimentos sucesivos 
demostraron que las celulas mądre 
embrionarias podian participar en el 
desarrollo norma! del ratón tras su 
inyección en embriones murinos. 
Puesto que podian utilizarse 
tecnicas de transferencia genlca 
para introducir o mutar genes en las 
celulas mądre embrionarias 
cultivadas, estas cślulas se han 
utilizado para investigar el papel de 
diversos genes en el desarrollo del 



Las celulas mądre embrionarias se diferencian 
en cultivo para formar una vanedad de tipos celu¬ 
lares, incluyendo cślulas semejantes a neuronas 
(A), celulas endodśrmicas (B), y cartilago (C), 


ratón. Como se estudió en el 
Capitulo 3, cualquier gen de interes 
puede ser inaetivado en las celulas 
mądre embrionarias, mediante la 
re combi nad ón homóloga eon un 
ADN clonado, y el papel de dicho 
gen en el desarrollo del ratón puede 
determinarse a continuación, 
introduciendo las celulas mądre 
embrionarias alteradas en 
embriones de ratón. 

En 1998, dos grup os de 
irwestigadores desarrollaron las 
primeras lineas de celulas mądre 
embrionarias humanas. Debido a la 
capacidad de profiferación y 
diferenciación de estas celulas, 
ofrecen la posibilidad de 
proporcionar nuevas terapias para 
el tratamiento de una variedad de 
enfermedades. A pesar de que el 
numero de problemas tecnicos y 
preocupaciones eticas deben 
afrontarse, las terapias de 
trasplante basadas en el empteo de 
celulas mądre embrionarias, 
pueden proporcionar la mayor 
esperanza para el tratamiento de 
enfermedades como la de 
Parkinson, Alzheimer, la diabetes y 
las lesiones de la medula espinal. 


das continuamente por la proliferación de celulas mądre que a continuación, se 
diferencian para mantener un numero estable de celulas diferenciadas. 

La producción de celulas de la sangre es un buen ejemplo def papel de las 
celulas mądre en el mantenimiento de las poblaciones celulares diferenciadas. 
Existen diversos tipos de celulas sangumeas eon fundones especializadas; Los 
eritrocitos (glóbulos rojos) transportan 0 P y C0 2 ; los granulocitos y los rmacrófa- 
gos son celulas fagocfticas; las plaquetas (que son fragmentos de los megaca- 
riocitos) fundonan en la coagulación sangutnea; y los linfocitos son responsa- 
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Figura 14.44 

Formación de las celu las sangumeas. Los diferentes tipos de celulas sangumeas provie- 
nen de u na cel u la mądre pluripotenctal de la me duła ósea. Los precursores de las cel u! as 
diferenciadas sufren varias rondas de diuisión celular a medida que mad uran, pero la prolife- 
ración celular cesa cuando se alcanzarr los estadios terminales de la diferenciadón. 


bies de la respuesta inmune. Todas estas celulas poseen un tiempo de vida 
limitado, desde menos de un dia hasta algunos rneses, y son producidas conti- 
nuamente por la división de una celula mądre comun (celula mądre pluripoten- 
cial) en la medula ósea {Fig. 14.44), Los descendientes de la celula mądre pluri- 
potencial se comprometen a continuación, en una via de diferenciadón 
especifica. Estas celulas continuan proliferando y sufren varios ciclos de divi- 
sión a medida que se diferencian. Sin embargo, una vez que se encuentran 
completamente diferenciadas, cesan su proliferación, de modo que el manteni- 
miento de las poblaciones de celulas sangumeas diferenciadas depende de la 
continua proliferación de la celula mądre pluripotenciaL 

Apticaciones medicas de las celulas mądre 

Ya que las celulas mądre pueden replicarse, ademas de diferenciarse, para dar 
lugar a una variedad de tipos celulares, son de considerable interes eon respec- 






Capftulo 14 ■ Ciclo cel u lar • 625 


Figura 14.45 

Uso potencial de celulas mądre embrionarias en la cionación terapeutica. En la 

cionación terapeutica, el nucleo de una celula somatica adulta se transferina a un oocito 
enucleado, que seria cultivado hasta dar lugar a un embrion temprano. A conlinuación las 
celulas mądre embrionarias (ES) podrian derivarse y ser empleadas en la terapia de tras- 
plante Ya que las celulas ES sehan geneticamente identicas al receptor del trasplante 
(que tue el donante del nucleo aduito), se ev i tar Jan las complicaciones debidas al rechazo 
inmunológico. 


to a sus potenciales aplicaciones medicas. Por ejemplo, puede ser posible em- 
plear las celulas mądre para tratar una yariedad de enfermedades humanas y 
reparar (os tejidos dahados, Las celulas mądre eon la capacidad de diferencia- 
ctón mas amplia son las celulas mądre embrionarias (celulas ES: embryo- 
nic stem) que estan presentes en los embriones tempranos y pueden dar lugar 
a todos los tipos celulares diferenciados de los organismos adultos, Como se 
vio en el Capitulo 3 r estas celulas pueden ser cultivadas a partir de embriones 
de ratón y utilizadas para introducir genes alterados en los ratones (ver Fig. 
3.36). En 1998, dos grupos de investigadores publicaron el aislamiento de celu¬ 
las ES a partir de embriones humanos, sugiriendo la posibilidad de que estas 
celulas mądre humanas pudieran ser utilizadas para aplicaciones medicas, 

El aislamiento de celulas mądre embrionarias humanas, siguió a la primera 
demostración, en 1997, de que el nucleo de una celula adulta podia dar lugar a 
un animal clonado viable (en este caso, un cordero) tras su trasplante en un 
oocito. La transferencia de nucleos de celulas somaticas adultas a oocitos ha 
sido utilizada para crear descendencia clonada de una variedad de especies, 
incluyendo oyejas, ratones, cerdos, ganado vacuno f cabras, conejos y gatos, 
Puesto que las celulas mądre embrionarias pueden obtenerse a partir de em¬ 
briones que se han producido por la transferencia de nucleos adultos en ooci¬ 
tos, estas observaciones sugieren la posibilidad de la cionación terapeutica 
(Fig. 14.45). En la cionación terapeutica, un nucleo de una celula humana adul¬ 
ta seria transferido a un oocito y se empfearia para producir un embrion tempra¬ 
no en cultivo. Las celulas ES cultivadas a partir de un embrion asi clonado po- 
drian, en principio, emplearse para generar los tipos apropiados de celulas 
diferenciadas para la terapia de trasplante. Las celulas difereneiadas obtenidas 
por este procedimiento serfan geneticamente identicas al receptor del trasplan¬ 
te (que fue el donante del nucleo de la celula somatica adulta), impidiendo las 
complicaciones potenciales de un rechazo inmunológico. 

La posibilidad de dicha terapia de trasplante ofrece esperanza para el trata- 
miento de una variedad de trastornos devastadores, incluyendo la enfermedad 
de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, la diabetes y lesiones de la medula 
espinal. Aunque se ha obtenido un cierto exito en modelos animales, deben 
superarse obstaculos mayores antes de que ia cionación terapeutica pueda 
aplicarse en el hornbre, Son necesarias mejoras sustanciaies en los metodos 
empleados para generar embriones mediante la transferencia nuclear, y sera 
necesario desarrollar procedimientos que diferenden fiablemente a las celulas 
ES en los tipos celulares apropiados, antes del trasplante, El desarrollo de la 
cionación terapeutica tambien conlleya cuestiones eticas, no solo eon respecto 
a fa posibilidad de clonar seres humanos (cionación reproductiva), sino tam¬ 
bien eon respecto a ia destrucción de embriones que sirven como fuente de 
celulas ES, Se ha sugerido que las celulas mądre aisladas a partir de tejidos 
adultos podrian emplearse en lugar de celulas ES para la sustitución de tejidos, 
pero la capacidad de proliferación y el potencial de desarrollo de las celulas 
mądre adultas parecen limitadas en comparación eon las celulas ES, Mientras 
que muchos retos aun persisten. Ja inyestigacion sobre celulas mądre es una 
gran esperanza para abrir nuevas posibilidades para el tratamiento de una am¬ 
plia gama de enfermedades humanas. 
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PALABRAS CLAVE 


mitosis, interfase, citocinesis, fasę M, 
fasę G„ fasę S, fasę G 2 , G^, citómetro de 
flujo, separador celular de fluorescencia 

START, punto de restricción 


punto de control del cicfo celular, p53 


factor promotor de la maduración (MPF), 
Cdc2, ciel i na 


G lt Ciclina, Cln, Cdk, Inftibidor de Cdk 

(CK!) 


Rb, gen supresor de tu mores, E2F 


profase, metafase, anafase, telofase, 
centrómero, cinetocoro, centrosoma, 
huso mitótico, prometafase 


microtubulo cinetocórico, 

microtubulo polar, microtubulo astra! 


RESUMEN 


CICLO CELULAR EUCARIOTA 

Fases del c/c/o celular: El ciclo celular de las celulas eucariotas se divide en 
cuatro fases diferendadas: M, G 1f S, y G r La fasę M consiste en la mitosis, a la 
que suele seguir la citocinesis. La fasę S es el periodo de la replicación del ADN. 
Regulación del ciclo celular por el crecimiento celular y por seńales 
exfrace/u/ares: Las seńales extracelulares y el tamańo de la cel u la regulan 
la progresión a traves de los puntos de control especfficos del ciclo celular, 
Puntos de control del ciclo celular: Los puntos de control y el control por 
retroalimentación, coordinan los procesos que tienen lugar durante las dife- 
rentes fases del ciclo celular y detienen el transcurso del ciclo celular si e! 
ADN resulta dańado. 

Restringir la replicación del A DN a una vez por ciclo celular: U na vez 

que se ha realizado la replicación del ADN f se impide el comienzo de una 
nueva fasę S hasta que la celuia haya completado la mitosis. 

REGULADORES DE LA PROGRESIÓN DEL CICLO CELULAR 

MPF: Un dimero de Cdc2 y ciclina: EJ MPF es la molecula clave responsa- 
ble de regular el paso de G 2 a M en todos los eucariotas. El MPF es un 
dimero constituido por la ciclina B y por la proteina quinasa Cdc2. 

Familias de ciclinas y guinasas dependientes de cicUnas: Distintas pa- 
rejas constituidas por ciclinas y proteina guinasas refacionadas eon Cdc2 
regulan la progresión a traves de las dśferentes etapas del ciclo celular. La 
actividad de las Cdk’s se reguła mediante su asociación eon las ciclinas, 
mediante fosforilaciones activadoras e inhibidoras, y mediante la unión de 
inhibidores de Cdk. 

Factores de crecimiento y ciclinas de tipo D: Los factores de crecimiento 
estimulan la prolfferación de las celulas animales induciendo la sintesis de cicii- 
nas de tipo D, Entonces los complejos Cdk4 f 6/cicłina D intervienen llevando a 
las celulas a traves del punto de restricción en G v Un sustrato clave de los 
complejos Cdk4 1 6/ciclina D es la protetna supresora de tumores Rb, que reguła 
la transcripdón de genes que se reguieren para la continuación del ciclo celular 
inhibidores de ta progresión del ciclo celular: el dano at ADN y diversas 
seńales extracelu!ares inhiben la progresión del ciclo celular. Estos factores 
de inhibiclón suelen inducir la sintesis de inhibidores de Cdk 

SUCESOS DE LA FASĘ M 

Etapas de la mitosis: Clasicamente, la mitosis se divide en cuatro etapas: 
profase, metafase, anafase y telofase. Los procesos fundamentaies de la 
mitosis incluyen la condensación de los cromosomas, la formación del huso 
mitótico, la rotura de la envuelta nuclear, y la unión de los microtubulos del 
huso al cinetocoro de los cromosomas. Entonces las cromatidas hermanas 
se separan y migran a los polos opuestos del huso. Por ultimo, se vuelven a 
formar los nucleos, los cromosomas se descondensan y la citocinesis divide 
a la celuia en dos. 

MPF y progresión a ia meta fasę: la fasę M comienza por la activación dei 
MPF, que fosforila otras proteina guinasas asi como a laminas nucleares y a 
condensinas. La activación del MPF es la responsable de la condensación 
de la cromatina, de la rotora de la envuelta nudear, de la fragmentación del 
retfcuio endoplasmlco y del aparato de Golgi, y de la reorganización de los 
microtubulos para formar el huso mitótico. El anclaje de los microtubulos del 
huso a los cinetocoros de las cromatidas hermanas conducira a que estas se 
atineen en la płaca metafasica. 
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Proteolisis e inactivación del MPF: anafase y ietofase: La activación de 
una ubiquitina ligasa denomlnada complejo promotor de la anafase provoca 
la degradación de proteinas reguladoras clave en la transición de la metafa- 
se a la anafase. La proteolisis mediada por ubiquitinas P que la inició el com~ 
ptejo promotor de la anafase, induce la degradación de la cohesina, lo que 
rompe la unión entre las cromatidas hermanas al inicio de la anafase. La 
activación del complejo promotor de la anafase tambien induce la degrada¬ 
ción de la ciclina B y la inactivación del MPF, lo que da lugar a la reconstitu- 
dón de la envuelta nucfear, la descondensadón de la cromatina, y el retorno 
de los microtubulos a la situación interfasica. 

Citocinesis: La inactivaclón del MPF tambien Induce la citocinesis, En las 
celulas animales la citocinesis se produce debido a la contracción de un anillo 
constituido por filamentos de actina y miosina, En las celulas de los vegeta!es 
superiores la citocinesis se lleva a cabo mediante la formación de una pared 
celular y de una membrana plasmatica nueva en el interior de la celula. 

MEIOSIS Y FECUNDACIÓN 

Proceso de fa meiosis: La meiosis es un ciclo celular especializado que da 
lugar a celulas hijas haploides, A una unica ronda de replicación de! ADN le 
siguen dos divisiones celulares consecutivas, Durante la meiosis I los cro- 
mosomas homólogos primero se aparean y luego segregan a celulas hijas 
diferentes. La meiosis II se asemeja a una mitosis norma!, en la que se sępa- 
ran las cromnatidas hermanas. 

Regutación de la meiosis en ios oocitos: La meiosis de los oocitos de fos 
vertebrados se reguła en dos unicos sitios del ciclo celular: en la fasę de 
diploteno en la meiosis l t y en la metafase en la meiosis II. La detención en la 
metafase II se debe a que el factor promotor de la mitosis es i n hi bido por una 
proteina quinasa que se expresa en los oocitos. 

Fecundación: La fecundación induce la reanudación de la meiosis en el ooci- 
to mediante una activación, dependiente de Ga 3+ , de! complejo promotor de la 
anafase. El óvulo fecundado contendra dos nucleos haploides que formaran 
un nuevo genoma diploide, y comenzaran las divisiones celulares embrionariaa 

PROLIFERACIÓN CELULAR EN EL DESARROLLO 
Y EN LA DIFERENCIACIÓN 

Proiiferación de las ceiuias diferenciadas: La mayorfa de las celulas en el 
animal adulto se encuentran detenidas en la fasę G Q del ciclo celular. Un nu- 
mero reducido de tipos de celulas diferenciadas ya no son capaces de prolife- 
rar T pero la mayoria si proliferaran cuando se requiera que repongan a aque- 
llas celulas que se hayan perdido debido a una lesion o a la muerte celular. 

Celulas mądre: La mayorfa de las celulas diferenciadas no proiiferan elias 
mismas, sino que se reponen a traves de la proiiferación de celulas mądre. 
Las celulas mądre se dividen dando lugar a una celula hija que se diferencia 
y a otrą que permanece como celula mądre. 

Apiicaciones medicas de las celulas mądre: Debido a que las celulas mą¬ 
dre pueden proliferar y diferenciarse en una diversidad de tipos celulares, 
pueden ser utiles como fuente de celulas para la terapia de trasplante. Las 
celulas mądre embrionarias poseen el mayor potenciat de proiiferación y di- 
ferenciación. Gombinado eon procedimientos de transferencia de nucleos de 
celulas somaticas a oocitos, estas celulas ofrecen la posibilidad de fa clona- 
ción terapeutica para la terapia de trasplante en una variedad de enfermeda- 
des devastadoras. 
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Preguntas 

1* ^En que se parecen las celulas en G u 
y G,? i En quó dif teren? 

2. Considerese una celula de mamifero 
que se divide cada 30 horas. La observa- 
ción al microscopio indica que, en un mo¬ 
mentu dado T se eneuentran en mitosis el 
3.3% de las celulas. Tras el analisis por el 
citómetro de fiujo se establece que el 
53,3% de las cófulas tiene una cantidad 
de ADN de 2 n, el 16,7% tiene una canti¬ 
dad de 4n, y el 30% tiene una cantidad 
que oscila entre 2n y An. ^Cual es la dura- 
ción de las fases G tl S r G P y M del ciclo de 
estas celulas? 

3. La radiación dana al ADN y detiene la 
progresión del ciclo celular en puntos de 
control en G r S y G 2 . ćPor que resulta 
ventajoso para las celulas dańadas? 

4. El punto de control del huso retrasa e! 
comienzo de la anafase hasta que todos 
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MEDrciMAMOLECULAR: i cancer es un tema APROPtADO para el ultimo Capitulo de este libro, ya 

STl-571: tratamiento del cancer L™ que se debe a la alteración de los mecanismos reguladores que dirigen el 

dirigido contra el oncogen bcr/abl 66/ comportamiento de la celula normal. Como ya se trato en Capitulos ante- 

riores, la proliferación, diferenciación y supervivenciade las celulas individuales 
en los organismos pluricelulares se regulan cuidadosamente para atender los 
requerimientos del organismo como un todo. Esta regulación no existe en las 
celulas cancerosas, que crecen y se dividen de una manera incontrolada, y que 
en ultima instancia se propagan por todo el cuerpo e interfieren eon la función 
de los tejidos y de los órganos sanos. 

Puesto que el cancer se debe a alteraciones en los mecanismos fundamen- 
tales de la regulación celutar, es una enfermedad que en ultimo termino ha de 
ser caracterizada a los niveles molecular y celular. En efecto, la comprensión 
del cancer ha sido un objetivo de los biólogos moleculares y celulares durante 
muchos arios. De igual forma, el estudio de las celulas cancerosas tambien ha 
ayudado a esclarecer los mecanismos que regulan el comportamiento de las 
celulas sanas. De hecho, muchas de las proteinas que desempeńan papeles 
clave en la seńalización celular en la regulación del ciclo celular, y en el conlrol 
de la muerte celular programada se identificaron por primera vez porque altera¬ 
ciones en su actividad causaban la proliferación incontrolada de las celulas can¬ 
cerosas. Por lotanto, el estudio del cancer ha contribuido de manera significati- 
va a nuestro conocimiento de la regulación de las celulas sanas y viceversa. 


Desarrollo y eausas del cancer 

La principal alteración que causa e! desarrollo de un cancer es la proliferación 
continua e incontrolada de las celulas cancerosas. En vez de responder apropia- 
damente a las seriales que controlan el comportamiento celular normal, las celu¬ 
las cancerosas crecen y se dividen de manera incontrolada, invadiendo los teji¬ 
dos y los órganos sanos y, finalmente, diseminandose por todo el cuerpo. La 
perdida generalizada del control del crecimiento que muestran las celulas cance¬ 
rosas es el resultado neto de la acumulación de alteraciones en multiples siste- 
mas reguladores de la celula, y se refleja en varios aspectos del comportamien¬ 
to celular que diferencian a las celulas cancerosas de sus equivalentes sanas. 

Tipos de cancer 

El cancer se puede producir por la proliferación anormal de cualquiera de los 
diferentes tipos de celulas del cuerpo, por lo que hay mas de cień tipos distintos 
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Figura 15,1 

Cancer del pancreas, Micrografia de luz 
de una sección a traves del pancreas en la 
que se observa un cancer pancreatico. 
Las celulas cancerosas poseen nucleos 
de color yioteta, y estan invadaendo el teji- 
do normal (rosa). (Astrid y Hanns-Frieder 
Michler/SPL/Photo Researchers, Inc.) 



de cancer que pueden diferir sustancialmente en su comportamiento y respues- 
ta al tratamiento. La cuestión mas importanfe en ta patologia del cancer es dis- 
tinguir entre tumores benignos y maiignos (Fig. 15.1). Un tumor es una prolife- 
ración anormal de las celulas, que puede ser benigno o maligno. Un tumor 
benigno, como las yerrugas comunes de la piel, permanece confinado en su 
localización original, sin inyadir el tejido sano adyacente ni propagarse a lugares 
distantes del cuerpo. Sin embargo, un tumor maligno es capaz de invadir el 
tejido normal adyacente y de propagarse por el cuerpo mediante los sisiemas 
circulatorio o linfatico (metastasis). Solo a los tumores maiignos se les denomi- 
na propiamente como canceres, y es su capacidad para inyadir y dar lugar a la 
metastasis lo que convierte al cancer en algo tan peligroso, Mientras que los 
tumores benignos pueden eliminarse mediante cirugia, la difusión de los tumo¬ 
res maiignos a lugares del cuerpo distantes los suete hacer resistentes a este 
tratamiento local. 

Tanto los tumores maiignos como los benignos se clasifican de acuerdo al 
tipo de celula del que proceden. La mayoria de los canceres se incluyen en uno 
de tres tipos princtpales: carcinomas, sarcomas y leucemias o linfomas. Los 
carcinomas, que incluyen aproximadamente al 90% de los canceres huma- 
nos ; son alteraciones de las celulas epiteliales, Los sarcomas, que son raros 


TABLA 15.1, Canceres mas frecuentes 

Localización de! cancer 

Casos por ano 

Muertes por ano 

Prostata 

220.900 (16,6%) 

28.900 (5,2%) 

Mama 

212.600 (15,9%) 

40.200 (7,2%) 

Pulmón 

171.900(12,9%) 

157,200 (28 r 2%) 

Colon/recto 

147 500 (11,1%) 

57.100 (10,3%) 

Linfomas 

61.000 (4 r 6 %) 

24.700 (4,4%) 

Vejiga 

57.400 (4,3%) 

12.500 (2,2%) 

Piel (meianoma) 

54.200 (4,1 %) 

7.600 (1,4%) 

U tero 

52,300 (3,9%) 

10.900 (2,0%) 

Rińón 

31.900 (2,4%) 

11.900 (2,1 %) 

Pancreas 

30.700 (2,3%) 

30,000 (5,4%) 

Leucemias 

30.600 (2,3%) 

21,900 (3,9%) 

Subtotal 

1 071 000(80,3%) 

402 900 (72,4%) 

Todos los sitios 

1,334.100 (100%) 

556,500 (100%) 


Fuente; American Cancer Society, Cancer Facts and Figures-2003. 
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Figura 15,2 

Caracter donico de los tu mores. Un tejido norma! es un mosaico de celulas en las 
que uno de los cromosomas X diferentes (X, y X 2 ) se ha inactivado. Los tumores se 
desarrollan a partir de una unica cefula inicial alterada , por lo que cada cel ula tumoral 
mostrara e! mismo patron de inactivación de X (X, inactivo, X^ activo). 


en humanos, son tumores sólidos de tejidos conectivos, como el musculo, hue- 
so, eartflago y tejido fibroso. Las leucemias y los linfomas. que contabitizan 
aproximacfamente et 7% de los casos en humanos, surgen a partir de las celu- 
las hematopoyeticas y de las celulas del sistema inmune, respectivamente. Es- 
tos tumores se clasifican a su vez atendiendo al tejido de origen (p. ej., carcino- 
ma de pulmón o de mama) y al tipo de celula involucrada, Por ejemplo, los 
fibrosarcomas surgen a partir de los fibroblastos, y las leucemias eritroides a 
partir de los precursores de los eritroeitos (glóbulos rojos sanguineos). 

Aungue hay muchos tipos de cancer, solo son mayoritarios unos pocos (Ta- 
bfa 15.1). En Estados Unidos se diagnostican anualmente mas de un milion de 
casos de cancer, y mas de 500.000 americanos mueren de cancer al ano Mas 
del 80% de la incidencia total del cancer se debe a los que afectan a once 
zonas distmtas del cuerpo. Los canceres mas comunes, que constituyen mas 
de la mitad de los casos de cancer, son los de marna, prostata, pulmón y co- 
fon/recto. El cancer de pulmón, eon mucho el mas letal, es el responsable de 
cerca del 30% de todas las muertes por cancer. 

Desarrolio del cancer 

Una de las caracteristicas fundamentales del cancer es que los tumores son 
clones, es decir, los tumores se desarrollan a partir de una unica celula que 
prolifera de manera anormal. El origen de muchos tumores a partir de una unica 
celula se ha demostrado medianie el analisis de la inactivación del cromosoma 
X (Fig. 15.2), Como ya se trato en ei Capitulo 8, un miembro del par de cromo¬ 
somas X se inactiva en las celulas femeninas y pasa al estado de heterocroma- 
tina. La inactivación del cromosoma X ocurre al azar durante el desarrolio em- 
brtonario, por to que uno de los cromosomas X es inactivado en algunas celulas 
mientras que en otras se inactiva el otro cromosoma X. Por lo tanto, si una 
hembra es heterocigota para un gen del cromosoma X, se expresaran aleios 
distintos en celulas distintas. Los tejidos sanos se componen de una mezcla de 
celulas eon cromosomas X inactivos diferentes, por lo que en los tejidos norma- 
les de hembras heterocigotas se detecta la expresión de ambos aleios. Por el 
contrario, en los tejidos tumorales se suele expresar solo un alelo de un gen 
heterocigoto portado por el cromosoma X. Esto impfica que todas las celulas que 
constituyen ese tumor derivan de una unica celula original. en la que se fijó el 
patron de inactivación del cromosoma X antes de que el tumor se desarrollara. 

Sin embargo, el origen donal de los tumores no implica que la celula progeni- 
tora original que da lugar al tumor tenga, en principro, todas las caractensticas de 
una celula cancerosa. Por el contrario, el desarrolio del cancer es un proceso 
«muftietapa», en el que las celulas se convierten en maiignas progresivamente a 
traves de una serie de alteraciones. Un dato que indica el desarrolio multietapa 
del cancer es que la mayorfa de los canceres se desarrollan en las etapas tardfas 
de la vida. Por ejemplo, la incidencia del cancer de colon se inerementa por un 
factor de mas de dfez entre los 30 y 50 ańos de edad, y por otro factor de diez, 
entre los 50 y 70 ańos (Fig. 15.3). Este ineremento tan drastico de la incidencia 
del cancer eon la edad sugiere que la mayoria de los canceres se desarrollan como 
consecuencia de multiples alteraciones, que se acumulan durante muchos ańos. 

A nivel celular, el desarrolio del cancer se considera un proceso multietapa 
constituido por la mutación y selección de aquellas celulas eon una capacidad 
cada vez mayor de proliferación, supervivencia T invasión y metastasis (Fig. 
15.4). El primer paso del proceso, la inicración del tumor, se considera que se 
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Figura 15,3 

Ineremento de la tasa de cancer de 
colon eon ta edad. Tasa de muertes 
anuales por cancer de colon en los Esta¬ 
dos Unidos. (Datos a partir de J. Cairns t 
1978. Cancer Science and Society , 
New York: W H Freeman.) 
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Figura 15.4 

Etapas del desarrollo de un tumor. El desarrollo de un cancer se inicia cuando una 
unica celula que ha sufrióo una mutación comienza a proltferar de manera anormal. 
Mutaciones adieionales, a las que fes sigue una selección de aquellas celulas de la 
población en función de su ritmo de credmiento, dan iugar a la progresión del tumor 
caracterizado por un credmiento mas rapido y una mayor malignidad. 


debe a una alteración genetica que provoca la proliferación anormal de una 
unica celula. La proliferación celufar da iugar a una población donal de celulas 
tumorales. La progresión del tumor se produce a medida que se producen 
mutaciones adicionales en las celulas de la población del tumor, Algunas de 
estas mutaciones confieren una ventaja selectiva a la celula, como por ejemplo, 
un credmiento mas rapido, y los descendientes de las celulas que portan dicha 
mutación dominaran en la población tumoraL Este proceso se denomina selec¬ 
ción clona!, puesto que un nuevo clon de celulas tumorales ha evolucionado en 
función de su ritmo de credmiento mas rapido o de otras propiedades (como la 
supervivencia, invasión o metastasis) que le confieren una ventaja seleetiva. La 
selección donal continua durante el desarrollo del tumor, por lo que los tumores 
cada vez crecen mas deprisa y aumenta cada vez mas su caracter maligno, 

Los estudios de los carcinomas de colon proporcionan un claro ejemplo de 
la progresión tumoral durante el desarrollo de una alteración mahgna humana 
comun (Fig. 15.5), El primerestadioenel desarrollo del tumor es el aumento de 
la proliferación de las celulas epiteliales de colon* Una de las celulas de esta 
población en credmiento dara Iugar a una pequeha neoplasia benigna (un ade~ 
noma o pólipo). Posteriores rondas de selección clonal dan Iugar al credmien¬ 
to de adenomas de un tamaho y potencial profiferativo cada vez mayor. Enton- 
ces surgen carcinomas malignos a partir de los adenomas benignos, lo cual se 
reconoce por la invasión de las celulas tumorales a traves de la lamina basal 
hasta el iejido conectivo subyacente. A partir de aqui, las celulas cancerosas 
continuan proliferando y se propagan a traves de los tejidos conectivos de la 
pared del colon. Finalmente las celulas cancerosas atraviesan la pared del co¬ 
lon e irwaden otros órganos abdominales, como la vejiga o el intestino delgado, 
Ademas, las celulas cancerosas invaden los vasos sanguineos y linfaticos, lo 
que les permite formar metastasis por todo el cuerpo. 

Cmtsas del cancer 

Las sustancias que causan cancer, denominadas carcinógenos. se han identif ica- 
do mediante estudios en animales de expenmentación y mediante analisis epide- 
miológicos de la frecuencia del cancer en las pobtaciones humanas (p. ej., la eleva- 
da ineidencia de cancer de pulmón entre los fumadores). Puesto que el desarrollo 
del caracter maligno es un proceso multietapa complejo, son muchos los factores 
que pueden influir en el desarrollo del cancer y, en la mayoria de los canceres, es 
simplista hablar de una unica causa. De todas maneras, se han encontrado mu¬ 
chos agentes, entre los que se incluyen la radiadón, productos quimtcos y virus T 
que inducen cancer tanto en animales de experimentación como en humanos. 

La radiadón y muchos carcinógenos quimicos (Fig. 15.6} actuan dahando el 
ADN e induciendo mutaciones. A estos carcinógenos se les suele denominar 
agentes inidadores t puesto que la inducción de mutaciones en determinados 
genes se considera el proceso iniciai que conduce al desarrollo del cancer. Al- 
guno de los agentes iniciadores que contribuyen a causar canceres humanos 
son !a radiadón uitravioleta del sol (la principal causa de cancer de piel) T los 
productos quimicos carcinógenos en el humo del tabaco, y la aflatoxina (un 
potente carcinógeno hepatico producido por algunos mohos que contaminan 
reservas de cacahuetes y de otros tipos de grano almacenadas de forma inade- 
cuada). Los carcinógenosen eJ humo del tabaco (incluyendo el benzo(a)pireno, 
la dimetilnitrosamina, y los compuestos de ntguel) son las principales causas idenli- 
ficadas de cancer en el hombre. Fumar es la causa indiscutible del 80% al 90% 
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Figura 15.5 

Desarrollo de carcinomas de colon, Una unica cślula alterada da lugar a una pobla- 
ción celufar proliferativa, que primero evofuciona a adenomas benignos de un tamano 
cada vez mayor, y posteriormente a un carcinoma maligno. Las celulas cancerosas 
inuaden el tejido conectivo subyacente y penetran en los vasos sangumeos y linfaticos, 
distribuyendose de esta manera por todo el cuerpo. 


de fos canceres de pulmón r e igualmente esta implicado en los canceres de la 
cavidad orał, faringe, laringe, esófago y otras partes. En total, se estima que 
fumar es [a causa de casi un tercio de todas las muertes por cancer —una 
mortalidad impresionante para un unico agente carcinógeno—. 

Otros carcinógenos contribuyen al desarrollo del cancer estimulando !a pro- 
liferación celular, en vez de induciendo mutaciones. Estos compuestos se de- 
nominan promotores tumorales, puesto que el mcremento de la división celu¬ 
lar que inducen se reguiere para et desarrollo de una población celular 
proliferativa durante los primeros estadios del desarrollo del tumor. Un ejemplo 
clasico son los esteres de forboi que esttmulan la proliferación celular activando 
la proteina quinasa C (vease Fig. 13.26). Su actividad se caracterizó a traves de 
los estudios de inducción gufmica de tumores de piel en ratones (Fig. 15.7). En 
este sistema la genesis del tumor puede iniciarse mediante un unico tratamiento 
eon un carcinógeno mutagenico. Sin embargo, los tumores no se desarrollan a 
no ser que los ratones sean tratados eon un promotor tumoraf (normalmente un 
ester de forboi) que estimule la proliferación de las cetutas rmutadas. 

Las hormonas, principalmente los estrógenos, son promotores tumorales im- 
portantes en el desarrollo de aigunos canceres humanos- Por ejemplo. la prolife¬ 
ración de las celulas del endometrio uterino es estimulada por los estrógenos, y la 
exposieión a un exceso de estrógenos inerementa de manera significativa la posi- 
bllidad de que una mujer acabe desarrollando un cancer de endometrio. Por !o 
tanto, la terapia basada en altas dosis de estrógenos durante largo tiempo para 
tratar la menopausia inerementa el riesgo de cancer de endometrio. Afortuna- 
damente este riesgo disminuye administrando progesterona para contra rrestar 
el efecto estimulador de los estrógenos en la proliferación celular en el endome- 
trio. Sin embargo, la terapia durante largo tiempo basada en la combinación de 
estrógenos y progesterona puede inerementar el riesgo de cancer de mama. 

Ademas de la radiación y de los productos quimicos, aigunos virus inducen 
cancer tanto en animales de experimentaeión como en humanos. Los canceres 
humanos comunes causados por virus incluyen al cancer de higado y al carci¬ 
noma cervical, que en conjunto suponen det 10 al 20% de la incidencia mundial 


Figura 15.6 

Estructura de carcinógenos guimicos representativos. 
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Figura 15.7 

Łnduceión de tumores en la piel del 
ratón. Los tumores se inician por muta- 
ciones inducidas por un carcmógeno. En- 
tonces, para que el tumor se desarrolle, 
se requiere el tratamiento eon un promo¬ 
tor tumoral que estimule la proliferación 
de las celulas mutadas. 


del cancer, Estos virus no son solamente importantes como causas de cancer 
en el hombre; como se tratara posteriormente en este Capitulo, los estudios 
acerca de los virus tumorales han desempehado un papel fundamenta! en la 
caracterización de los procesos molecutares responsables del desarrollo de los 
canceres inducidos por carcinógenos Wricos y no vtricos. 


Propiedades de las celulas cancerosas 

El crecimiento incontrolado de las celulas cancerosas se debe a la acumulación 
de alteraciones que afectan a muchos de los mecanismos de la regulación celu¬ 
ją r que se han visto en los Capttulos anteriores, Esta relación se observa en 
muchos de los aspectos del comportamiento celular que diferencian a las celulas 
cancerosas de las celulas normales. Las celulas cancerosas manifiestan altera¬ 
ciones en los mecanismos que regulan la proliferación, diferenciación y supervi- 
vencia celular normal. En conjunto, estas propiedades caractensticas de las celu¬ 
las cancerosas permiten una descripción a nivel celular del caracter maligno. 

Las celulas en cultivo simulan la proliferación incontrolada de las celulas 
cancerosas in vivo. Una pnmera diferencia entre las celulas cancerosas y las 
celulas normales en cultivo es que las celulas normales muestran una inhibición 
de ta proliferación dependiente de la densidad (Fig. 15.8), Las celulas norma¬ 
les proliferan hasta alcanzar una densidad celular determinada, en función de la 
disponibilidad de los factores de crecimiento ańadidos al medio de cultivo (nor- 
malmente en forma de suero), Entonces cesa su proliferación y permanecen en 
reposo, detenidas en la fasę G 0 del ciclo celular (vease Fig. 14.6). Sin embargo, la 
proliferación de la mayona de las celulas cancerosas no es sensible a esta inhibi¬ 
ción dependiente de la densidad. En vez de responder a las seńales que hacen 
que las celulas normales dejen de proliferar y entren en G 0l las celulas tumorales 
siguen creciendo hasta alcanzar una densidad elevada de celulas en cultivo T de 
la misma manera que ocurre eon la proliferación incontrolada in vivo. 

Una diferencia entre las celulas normales y las celulas cancerosas relacio- 
nada eon lo anterior es que muchas celulas cancerosas requieren pocos facto¬ 
res de crecimiento extracełulares. Como ya se trato en el Capitulo 13, la prolife¬ 
ración de la mayona de las celulas se controla, al menos en parte, por factores 
de crecimiento polipepttdicos. Para afgunos tipos celuiares t especialmente fos 
fibroblastos, la disponibilidad de los factores de crecimiento sericos es el Princi¬ 
pal determinanta de su capacidad de crecimiento en cultivo, EJ reguerimiento 
por parte de estas celulas de los factores de crecimiento esta muy relacionado 
eon el fenómeno de fa inhibición dependiente de la densidad, puesto que la 
densidad a la que los fibroblastos normales entran en reposo es proporcional a 
la concentración de los factores de crecimiento sericos en el medio de oultivo. 


Figura 15.8 

Inhibición dependiente de la densi¬ 
dad. Las celulas normales proliferan en 
cultivo hasta que se a Jean za una determi- 
nada densidad celular; a partir de enton¬ 
ces las celulas permanecen en reposo. 
Sin embargo, las celulas tumorales si¬ 
guen proliferando eon independencia de 
la densidad celular aicanzada. 
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Figura 15.9 

Estimulación autocrina del crecimiento. Una celuia produce 
un factor de crecimiento frente al cual tambien responde, io que 
origina ia estimulación continua de ia proliferación celular. 
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En el caso de muchas celulas tumorales su necesidad de factores de creci- 
miento es mucho menor comparada eon la de las celulas normales, lo que eon- 
tribuye a la proliferación incontrolada de las celulas tumorales tanto in vitro 
como in vivo. En alg unos casos, las celulas cancerosas producen factores de 
crecimiento que estimulan su propia proliferación (Fig. 15.9). Esta producción 
anormal de un factor de crecimiento por parte de ia celuia conduce a la autoesti- 
mulación continua de la división celular (estimulación autocrina del creci¬ 
miento), por lo que las celulas cancerosas dependen en menor medida de los 
factores de crecimiento que provengan de otras fuentes fisiológicas normales. 
En otras ocasiones, las celulas cancerosas tienen un requerimiento reducido de 
factores de crecimiento debido a que los sistemas de seńalización intracelular 
estan alterados; es decir, no esta regulada la actividad de los receptores de los 
factores de crecimiento o la de otras protemas (p. ej., proteinas Ras o proteina 
quinasas) que se trataron en el Capitulo 13 como componentes de las vsas de 
transducción de las seńales que conducen a la proliferación celular. 

La regulación de las celulas cancerosas mediante las inferacciones celula- 
celula y celula-matriz eytracelular, tambien se produce de una manera menos 
rigurosa que en el caso de las celulas normales. La mayona de las celulas can¬ 
cerosas tiene menos capacidad de adhesión que las celulas normales, lo que es 
debido, generalmente, a una expresión reducida de las moleculas de adhesión de 
la superficie celular. Por ejempio, la perdida de la E-cadhertna, la molecula de 
adhesión principal de las celulas epileliales, es un factor importante para el desa- 
rrollo de carcinomas (canceres epiteliales). Debido a que las moleculas de adhe¬ 
sión celular tienen un bajo nivel de expresión, las celulas cancerosas estan poco 
restringidas por las interacciones eon otras celulas y eon otros componentes tisula- 
res, lo que proporciona a las celulas malignas la capacidad de invadir y dar lugar 
a metastasis. La pocą adhesividad de las celulas cancerosas tambien da lugar a 
alteraciones morfológicas y de! citoesqueleto: muchas celulas tumorales son 
mas redondeadas que las normales, en parte debido a que no se unen de una 
manera tan firmę ni a la matriz extracelular ni a las celulas vecinas, 

Una diferencia llamativa en las interacciones celula-celula entre las celulas 
normales y las celulas cancerosas se muestra en el fenómeno de la inhibición 
por contacto (Fig, 15.10). Los fibroblastos normales migran a traves de ta su¬ 
perficie de la płaca de cultivo hasta que eontactan eon la celuia vecina. Enton- 
ces se inhibe la migraeión celular, y las celulas normales se adhieren unas a 
otras formando una estructura ordenada en la superficie de la płaca de eultivo. 
Sin embargo, las celulas tumorales siguen desplazandose tras el contacto eon 
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Figura 15.10 


Ceiulas normales 


Inhibición por contacto. Micrografias al 
microscopio óptico (izguierda) y al micros¬ 
copio electronico de barrido (derecha), de 
fibroblastos normales y de ceiulas tumora- 
les. La migración de los fibroblastos nor- 
maies se i n hi be mediante el contacto ce lu¬ 
lać por lo que se disponen ordenadamente, 
lado junto a lado, en la superłicie de la pła¬ 
ca de cultivo. Sin embargo, las ceiulas tu- 
morales no se inhiben por contacto celu- 
lar, por lo que migran unas sobre otras y 
se disponen de una manera desordenada 
f orman do una estructura en varias cap as. 
(Cortesia de Lan Bo Chen, Dana-Farber 
Cancer Institute.) 



Ceiulas tumorales 



sus yecinas, migrando a traves de las ceiulas adyacentes dando lugar a un 
patron en varias capas y desorganizado. No solamente el movimiento, sino tam- 
bien la proliferación de muchas ceiulas normales se inhibe por contacto celula- 
celula, y las cdlulas cancerosas son, de una manera caracteristica, insensibles 
a esta inhibición por contacto del crecimiento. 

Otras dos propiedades de las ceiulas cancerosas afectan a su integración 
eon otros componentes tisulares, por lo que desempenan un papei importante 
en la invasión y en la metastasis. En primer lugar T las ceiulas transformadas 
suelen secretar proteasas que digieren los componentes de la matriz extracelu- 
lar, lo que permite a las ceiulas cancerosas invadir les tejidos normales adya- 
centes. Por ejemplo, fa secreción de colagenasa parece ser un factor importan¬ 
te en la capacidad de los carcinomas de digertr y penetrar a traves de la lamina 
basa! invadiendo el tejido conectivo subyacente (vease Fig. 15.5). En segundo 
lugar, las ceiulas cancerosas secretan factores de crecimiento que promueven 
laformación de nuevosvasos sanguineos (angiogenesis). La angiogenesis es 
necesaria para mantener el crecimiento de un tumor por encima de un tamańo 
de un milion de ceiulas, punto en el que se requieren nuevos vasos sanguineos 
para proporcionar oxigeno y nutrientes a las ceiulas tumorales en proliferación 
Estos vasos sanguineos se forman en respuesta a factores de crecimiento se- 
cretados por las ceiulas tumorales; estos estimulan la proliferación de las celu- 
las endoteliales de las paredes de los capifares en el tejido contiguo, lo que 
origina la extensión de nuevos capilares en e! tumor. La formación de estos 
nuevos vasos sanguineos es importante no solo para mantener el crecimiento 
del tumor, sino tambien en la metastasis. Las ceiulas tumorales pueden pene¬ 
trar facilmente en los nuevos capifares formados en respuesta a la estimulación 
angiogenica, lo que proporciona una nueva oportunidad para que las ceiulas can- 
cerosas entren en el sistema circulatorio y comience el proceso de metastasis. 

Otrą caracteristica generał de la mayoria de las ceiulas cancerosas es que 
no se diferencian de manera normal. Esta diferenciación defectuosa se asocia a 
Ja proliferación anormal, puesto que, como ya se discutid en el Capitufo 14, la 
mayoria de las ceiulas diferenciadas o se dividen eon muy pocą frecuencia o no 
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se dividen. Las celulas cancerosas en vez de llevar a cabo su programa de 
diferenciación normal, se bloquean en un estado temprano de diferenciación, to 
que concuerda eon su proliferación activa continua. 

Las leucemias proporcionan un ejemplo particularmente bueno de la relación 
entre una diferenciación defectuosa y la caracteristica de maligmdad de estas 
celulas. Todos los tipos diferentes de celulas sanguineas se derivan de una celu- 
la mądre comun de la medula ósea (vease Fig. 14.44). Los descendientes de 
estas celulas estan determinados a seguir vias de diferenciación especificas. Por 
ejemplo, algunas celulas se diferencian para formar eritrocitos mientras que otras 
se diferencian para formar linfocitos, granulocitos, o macrófagos. Las celulas de 
cada uno de estos tipos sufren varias rondas de división a medida que se diferen¬ 
cian, pero una vez que se han diferenciado por completo, cesa la división celular. 
Por el contrario, las celulas leucemicas son incapaces de sufrir la diferenciación 
terminal (Fig, 15.11). En vez de ello, se detienen en los estadios tempranos de 
maduración manteniendo su capacidad de proliferación y siguen reproduciendose. 

Como ya se trato en el Capitulo 13, la muerte celular programada o apop- 
tosis es un componente del programa de diferenciación de muchos tipos celu- 
lares, mcluyendo las celulas sanguineas. Muchas celulas cancerosas no sufren 
apoptosis, por lo que tienen clclos vita!es mas largos en comparación eon las 
celulas normales. Esta incapacidad de las celulas cancerosas de sufrir la muer¬ 


te celular programada contribuye de una manera sustancial al desarrollo del 
tumor. Por ejemplo, la superviveneia de muchas celulas normales depende de 
las senales generadas por factores de crecimiento o por la matriz extracelular, 
que evitan la apoptosis. Sin embargo, las celulas tumorales pueden ser capa- 

ces de sobreviviren ausencia de estos factores de 
crecimiento requeridos por las celulas normales. 
Esta incapacidad de las celulas tumorales de sufrir 
apoptosis cuando se les priva de las senales am- 
bientales normales puede ser importante no sola- 
mente para el desarrollo del tumor primario, sino 
tambien para la supervivencia y el crecimiento de 
las celulas metastasicas en otros tejidos. Las celu¬ 
las normales tambien sufren apoptosis tras la !e- 
sión del ADN, mientras que esto no les sucede a 
las celulas cancerosas. En este caso, la incapaci¬ 
dad de sufrir apoptosis contribuye a que las celulas 
cancerosas sean resistentes a la radiación y a mu- 
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Figura 15.11 

Diferenciación defecluosa y leucemia. 

Los diferentes tipos de celulas sanguł- 
neas se desarrollan a partir de una celula 
rradre multipotencial (pluripotente) en la 
medula ósea. Los precursores de las celu¬ 
las diferenciadas sufren varias rondas de 
división celular a medida que maduran, 
pero cesan de dividirse en los estadios 
terminafes de la diferenciación. La dife¬ 
renciación de las celulas leucemicas se 
bloquea en los estadios iniciales de madu¬ 
ración, lo que permite que continuen proli- 
ferando. 












640 • Sección IV • Regulación celular 



Figura 15.12 

Ensayo focal. Un foco de fibroblastos de 
embrion de polio inducido por el virus del 
sarcoma de Rous, (A parlir de H.M Temin 
y H Rubin, 1958, Virology6: 669.) 


ńando el ADN, Ademas de evitar la apoptosis, las celulas cancerosas general- 
mente adquieren la capacidad de replicación ilimitada como resultado de la ex- 
presión de la telomerasa, que es necesaria para el mantenimiento los extremos 
de los cromosomas eucarióticos (vśase Rg. 5.17), Por lo tanto, la supervivencia 
ceJular anormal asi como la proliferación celular, desempenan un papel funda- 
mental en el crecimiento inexorable de las celulas cancerosas en el animaJ. 

Transformación de las celulas en cultwo 

Para poder estudiar la inducción de tumores por radiación, agentes quimicos o 
virus se requieren sistemas experimentales en los que se puedan reproducir y 
cuantificar los efectos del agente carcinógeno. Aungue la actividad de los carcF 
nógenos se pueda probar en los animales, estos experimentos son diflciles de 
cuantificar y de controlar, El desarrollo de los ensayos in vitro para detectar la 
conversión de las celulas normales en celulas tumoraies en cullivo, un proceso 
denominado transformación celular, representó un avance fundamental en la 
investigación del cancer. Estos ensayos se disenan para detectar celulas trans- 
formadas. que muestran las caracteristicas de crecimiento in vilro de las celulas 
tumoraies, tras la exposición de un cultivo de celulas normales a un agente 
carcinógeno. Su aplicación ha permitido alcanzar un nivel de complejidadtal en 
el analisis de la transformación celular que no se hubiera alcanzado simplemen- 
te mediante los estudios en animales. 

El primer ensayo de transformación celular y el mas ampliamente utilizado 
es el ensayo focal, que lo desarrollaron Howard Temin y Harry Rubin en 1958. 
El ensayo focal se basa en la capacidad de reconocer un grupo de celulas trans¬ 
formadas como un Toco- diferenciado morfológicamente frente a un fondo de 
celulas normales en la superficie de una płaca de cuftivo (Fig, 15.12). Ef ensayo 
focal aprovecha tres propiedades de las celulas transformadas: la morfologia al- 
terada, la perdida de la inhibición por contacto y la perdida de la inhibición del 
crecimiento dependiente de la densidad, El resultado es que se forma una colon ia 
de celulas transformadas, morfológicamente alteradas, que crecen por encima 
de un fondo de celulas normales en el cu!tivo. Estos focos de celulas transforma¬ 
das pueden detectarse y cuantificarse en una semana o dos tras la exposición a 
un agente carcinógeno. En generał, las celulas transformadas in vitro son capaces 
de generar tumores tras su inoculación en animales, !o que confirma a la transfor¬ 
mación in vitro como un indicador va!ido de la formación de celulas cancerosas. 


Virus tumoraies 

Los miembros de seis familias diferentes de virus animales, denominados virus 
tumoraies, son capaces de causar cancer directamente tanto en animales de 
experimentación como en humanos (Tabla 15.2). Los virus que causan cancer en 


TABLA 15.2. Virus tumoraies 


Familia de virus 

Tumores humanos 

łamano del genoma (Nb) 

Virus de ADN tumoraies 

Virus de la hepatilis B 

Cśncer de hlgado 

3 

SV40 y poliomavirus 

Ninguno 

5 

Papilomavirus 

Ca rei nom a cervical 

8 

AderKwirus 

Ninguno 

35 

Herpesvirus 

Virus de ARN tumoraies 

Linfoma de Burkitt, 
carcinoma nasofaringeo, 
sarconna de Kaposi 

100-200 

Virus de la hepatitiś C 

Cancer de higado 

10 

Retro vi rus 

Leucemia de Jas celulas T de adultos 

9-10 
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humanos incluyen los virus de la hepatitis B y C (cancer hepafieo), los papilonwi- 
rus (cancer cervical y otros anogenitales), virus de Epstein-Barr {linfoma de Buritt y 
carcinoma nasofaringeo), herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi (sarcoma 
de Kaposi) y vtrus linfotrópico de celulas T humanas (leucemia de celulas T adul- 
tas). Adicionalmente, el VIH es indirectamente responsable de los canceres que se 
desarrollan en pacientes de SIDA como consecuencia de la inmunodeficiencia. 

Como ya se comentó, los virus tumorales no solo son causas importantes de 
enfermedades humanas sino que tambien han desempeńado un papel critico 
en la tnyestigación del cancer al servir como modelos para los estudios celulares 
y moleculares de la transformación celular. El pequeńo łamano de sus genomas 
ha hecho que los virus tumorales se puedan analizar molecularmente. lo que ha 
permitido identificar genes vtrales responsables de la inducción del cancer, y lo 
que ha facilitado nuestra comprensión actual del cancer a nivel molecular. 

Vints de la hepatitis B y C 

El virus de la hepatitis B tiene el genoma mas pegueńo de todos los viru$ de 
ADN de animafes (aproximadamente 3 kb), e infecta de manera especifica a Sas 
celulas hepaticas de varias especies, entre las que se incluyen patos, marmotas, 
ardillas y humanos. La infección eon el virus de la hepatitis B da lugar a una lesión 
agudadel higado. Sin embargo, en el Sal 10% de loscasos la infección aguda no 
desaparece y se desarrolla una infección crónica del higado, Esta infección crónica 
inerementa por un faefor de mas de cień el riesgo de contraer cancer de higado. La 
infección por el virus de la hepatitis B es especlaimente freeuenfe en algunas par- 
tes de Asia y Africa. donde se relaciona eon mas de un milion de casos anuales de 
cancer de higado (aproximadamente el 10% de la incidencia mundial del cancer). 

La transformación celular por el virus de la hepatitis B esta mediada por un 
gen virico (denominado gen X) que afecta a la expresión de varios genes celula- 
res, lo que provoca la proliferación y la supervivencia anormal de la celula, Ade- 
mas, los canceres inducidos por el virus de la hepatitis B se desarrollan debido a 
ia proliferación continua de las celulas hepaticas, la cuaf se debe al dano cróni- 
co y a la inffamación que sufre el tejido El virus de la hepatitis C es un virus de 
ARN eon un genoma de aproxfmadamente 10 kb. Al igual que la hepatitis B, el 
virus de la hepatitis C tambien puede establecer infecciones hepaticas crónicas 
que se asocian eon un elevado riesgo de cancer. La proliferación celular en 
respuesta a fa inflamación crónica es un gran contribuyente al desarrollo de 
cancer, aunque tambien es posible que algunas proteinas del virus de ia hepati¬ 
tis C estimulen directamente la proliferación de las celulas hepaticas infectadas. 

SV40 y poliomauirus 

Los virus tumorales de ADN mejor estudiados, desde ei punto de vista de la 
biologia molecular. probabłemente sean ef virus de simio 40 (SV40) y los po- 
liomavirus, Aunque ninguno de estos virus esta relacionado eon el cancer en 
humanos, han resultado fundamentales como modelos para comprender la 
base molecular de la transformación celular. La utilidad de estos virus en la 
investigación del cancer proviene de la disponibilidad de cultivos celulares ade- 
cuados tanto para la repJicación del virus como para la transformación, asi 
como del pequeho tamaho de sus genomas (aproximadamente 5 kb). 

El SV40 y e! po(iomavims no inducen tumores ni transforman celulas en sus 
especies hospedadoras naturales —monos y ratones respectivamente—. En 
las celulas de sus hospedadores naturales (celulas permi$ivas} ? la infección 
conduce a la replicación del virus, a la lisis celular, y a la liberación de una 
progenię de particulas del virus (Fig. 15.13), Puesto que una celuia permisiva 
muere debido a la replicación dei virus, no puede ser transformada. Sin embar¬ 
go, el potencial transformante de estos virus se revela en la infección de aque- 
llas celulas no permisivas en las que se bloquea la replicación del virus. En este 
caso, el genoma virai puede integrarse en el ADN celular, y la expresión de 
determinados genes virales provoca la transformación de la celula infectada. 


Figura 15.13 

RepJicación y transformación del vi- 
rus SV40, La infección de una celula 
permisiva da como resultado la replica- 
ctón del virus, la lisis celular y la libera- 
eión de las particulas de la progeme del 
virus. En tas celulas no permisivas se 
bloguea la replicación del virus. lo que 
permite fa transformación permanente 
de algunas celulas. 
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Figura 15,14 

Genoma de* SV40* Genoma se estructu- 
ra en una región temprana y en u na region 
tardia. Los antigenos I grandę y peąueńo 
se producen mediante un spticing altema- 
tivo de un pre-ARNm de la región tempra¬ 
na. 


Los genes de! SV40 y del poliomavirus que conducen a la transformación 
celular se han identificado mediante un analisis molecular detalJado. Los geno- 
mas vira!es y los ARNm se han secuenciado completamente, se han aislado 
mutantes yfricos que son jncapaces de indueir la transformación, y se ha deter- 
minado el potencial transformador de los genes virales mediante ensayos de 
transferencia genica. Asi, se ha encontrado que la transformación por estos virus 
se debe a la expresión de los mismos genes virales que se activan en las etapas 
tempranas de la infección litica, Los genomas del SV40 y del poliomavirus se 
dividen en dos regiones: temprana y tardfa. La región temprana se expresa inme- 
diatamente despues de la infección y se requiere para la sintesis del ADN del 
virus. La región tardfa no se expresa hasta que haya comenzado la replicación 
del ADN yfrico, e incluye genes que codifican para componentes estructurales de 
la partfcula del virus, La región temprana del SV40 codifica dos protefnas, deno- 
minadas antigenos T pequeńo y grandę, de aproximadamente 17 kDa y 94 kDa, 
respectivamente {Fig, 15.14). Sus ARNm se generan por splicing alternativo de 
un unico transcrito primario de la región temprana. Igualmente et poliomavirus 
codifica para antigenos T pequeńo y grandę, asf como para una tercera proteina 
de la región temprana, de aproximadamente 55 kDa, denominada T mediana. La 
transfección de las celulas eon ADNc de protefnas individuales de la región 
temprana muestra que, en el caso del SV4G, el antigeno T grandę es suficiente 
para inducir !a transformación, mientras que en el caso del poliomavirus el Prin¬ 
cipal responsable de la transformación es el antigeno T mediano. 

Durante la infección litica, estas protefnas de la región temprana llevan a 
cabo multiples funciones que se requieren para la replicación del virus. Por 
ejemplo, ei antigeno T del SV40 se une al origen del ADN de SV40 e inicia la 
replicación del ADN virtco (vease Cap. 5). Ademas, las profeinas de la región 
temprana de SV4G y de! poliomavirus activan la expresión genica y la sintesis 
del ADN de la celula huesped. Puesto que la replicación del virus depende de 
las enzimas de la celula huesped (p, ej, t ADN polimerasa), esta activación de la 
celula huesped es un suceso critieo en el ciclo vital del virus. La mayoria de las 
celulas del animal no proliferan, por lo que su división ha de ser activada para 
producśr las enzimas necesarios para la replicación del ADN viral. Esta activa- 
ción de la proliferaeión celular por parte de fos productos genicos tempranos, 
puede producir la transformación si el ADN viral se integra de manera estable y 
se expresa en una celula no permisiva. 

Como se tratara posteriormente en este Capitulo. las protefnas de ta región 
temprana del SV40 y del poiiomavirus inducen la transformación mediante la 
interacción eon las protefnas del huesped que regulan la proliferaeión celular. 
Por ejemplo, el antigeno T de SV40 se une e inactiva a las protefnas supresoras 
de tumores Rb y p53 de la celula huesped, que son reguladores clave de la 
proliferaeión y supervivencia celular. 

Pupilom av irus 


Los papilomavlrus son pequehos virus de ADN (genomas de aproximadamente 8 
kb) que inducen tumores tanto benignos como malignos en humanos y en otras 
especies animales. Se han identificado aproximadamente 60 tipos dtferentes de 
papilomavirus humanos. que infectan las celulas epiteliales de diferentes tejidos. 
Algunos de estos virus causan unicamente tumores benignos (como las verru- 
gas), mientras que otros son agentes causantes de carcinomas malignos, parti- 
cularmente cancer cervical y otros canceres anogenitales. La mortalidad por 
cancer cervical es relativamente baja en los Estados Unidos, debido en gran 
parte a la detección precoz y af tratamiento que son posibles gracias a la tecnica 
de Papanicolau. Sin embargo, en otras partes del mundo el cancer cervical es 
freeuente; es el responsable del 5 al 10% de la incidencia mundial del cancer. 

La transformación celular por los papiiomavirus humanos se debe a la expre- 
sión de dos genes tempranos, EG y E7( Fig, 15.15). Las protefnas E6 y E7 actuan 
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Figura 15.15 

Genoma de un papitomavirus huma- 

no, Los productos genicos se designan 
como E (ea r/y-tern pranos) y L (/ate-tar- 
dios). La transformación se debe a la ac- 
ción de E6 y de E7. 


de manera similar a como lo hace el antigeno T de SV40 interfiriendo eon la 
función de fas proteinas celuiares Rb y p53. Concretamente, E7 se une a Rb, y 
E6 actfva la degradación de p53 por una proteolisis mediada por ubiquitinas. 

Adenozrirus 

Los adenovirus son una familia grandę de virus de ADN eon genomas de 35 kb, 
aproximadamente. A diferencia de los papilomayirus, los adenovirus no estan 
relacionadoscon la aparición de canceres ni en humanos ni en otros animales. 
Sin embargo, son ampliamente estudiados y son modelos importantes en la 
biologia experimental del cancer. 

Al igual que el SV40 y los poliomavirus, Sos adenovirus causan la lisis en las 
celulas de sus especies hospedadoras naturaies, pero pueden inducir la trans¬ 
formación en aquellos hospedadores no permisivos. La transformación por los 
adenovirus se debe a la expresión de dos genes tempranos. El A y E1B , que se 
requieren para la replicación de! virus en las celulas permisivas {Fig. 15 16) 
Estas proteinas transformadoras inactivan las proteinas supresoras de tu mores 
Rb y p53; El A se une a Rb y El B se une a p53. Por lo tanto, parece ser que el 
SV4Q. los papilomavirus y los adenovirus inducen la transformación a traves de 
una via comun, alterando la regulación del ciclo celular debido a la interferencja 
eon las actlvidades de Rb y p53. 

Herpesvirus 

Los herpesvirus se eneuentran entre los virus animales mas compiejos, eon 
genomas de 100 a 200 kb, Varios herpesvirus inducen tumores en especies 
animales, entre las que se incluyen ranas, pollos y monos. Ademas, dos miem- 
bros de la familia de los herpesvirus, el herpesvirus asociado al sarcoma de 
Kaposi y el virus de Epstein-Barr se relacionan eon canceres humanos. El 
herpesvirus asociado ai sarcoma de Kaposi desempena un papel critico en el 
desarrollo del sarcoma de Kaposi, y el virus de Epstein-Barr se ha relacionado 
eon varios canceres humanos, entre los que se incluyen el linfoma de Burkitt en 
algunas regiones de Africa, los linfomas de celulas B en pacientes eon sida y 
otros individuos inmunodepnmidos, y el carcinoma nasofarmgeo en China. 

Ademas de su asaciación eon estos canceres humanos, el virus de Epstein- 
Barr es capaz de transformar linfocitos B humanos en cultivo. Sin embargo, 
debido en parte a la complejidad de su genoma, la biologia molecular de la 
replicación y de la transformación del virus de Epstein-Barr todavia no se ha 
comprendido en su totalidad. Varios genes yfricos parecen ser necesarios para 
inducir la transformación de los linfocitos. Una de estas proteinas transformado¬ 
ras del virus de Epstein-Barr (LMP1) parece imitar la acción de una proteina de 
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Figura 15.16 

Genoma de un adenovirus, Dos genes 
de la region temprana. El A y E1B, indu¬ 
cen la transformación. 
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Figura 15.17 

Genoma de un retrovirus tipico. El 

ADN provmco integrado en el ADN celu¬ 
lar se transcribe para dar lugar a un ARN 
de tamańo genómico. Este transcrilo pri- 
mario servira como ARN genómico de las 
nuevas particulas viricas, y como ARN 
mensajero de los genes pot y gag. A de- 
mas, el ARN se corta y empalma para 
dar lugar al ARNm de env. El gen gag 
codifica la proteasa viral y las proteinas 
estructurales de las particulas yiricas, poi 
codifica la Iranscriptasa irwersa y la inte- 
grasa, y env codifica las glicoprofemas 
de la erwuelta. 
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la superficie celular de los linfocitos B que, en condiciones normales. seńaliza la 
proliferaeión celular, pero la función de otras no se ha establecido. 

El herpesvirus de ADN asociado al sarcoma de Kaposi se encuentra regular- 
mente en celulasdel sarcoma de Kaposi, y en estos tumores seexpresan varios 
genes vtricos que afectan a la proliferadón y supervivencia celular Resulta inte¬ 
resanta que una de las proteinas transformantes del herpesvirus asociado al 
sarcoma de Kaposi, al igual que el antigeno T SV40, interacciona eon Rb y p53. 

Retrouiriis 

Los retrovirus causan cancer en una diversłdad de espedes animales, inclu- 
yendo al hombre. Un retrovirus hu mano, el virus tipo 1 linfotrópico hu mano de 
celulasT (HTLV-1), es el agente causante de la leucemia de cefulasT de adul- 
tos ? que es freeuente en partes de Japón, el Caribe y Africa. La transformación 
de los linfocitos T por el HTLV-1 se debe a la expresión del gen vfrico fax, que 
codifica una proteina reguladora que afecta a la expresión de varios genes que 
controlan el crecimiento celular. El sida esta causado por otro retrovirus p el IV. A 
diferencia del HTLV~1 t el IV no causa cancer de manera directa convirtiendo 
una celula normal en una celula tumoral, Sin embargo, los pacientes de sida 
sufren una elevada incidenciade algunos canceres, particularmente linfomas y 
el sarcoma de Kaposi. Estos canceres, que tambien son freeuentes en otros 
individuos inmunodeprimidos, estan asociados eon la infección por otros virus 
(p. ej , el virus de Epstein-Barr y el herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi}, 
y parece ser que se desarrollan como una consecuencia secundaria de la inmu- 
nosupresión en los pacientes eon sida. 

Los distintos retrovirus difieren de manera sustancial en su potencial onco- 
genico. La mayoria de los retrovirus solo contienen tres genes (gag, poi y env) 
que son necesarios para la replicación del virus t pero que no desempehan nin- 
gun papel en la transformación celular (Fig. 15.17). Este tipo de retrovirus rara- 
mente induce tumores como consecuencia de las mutaciones debidasa la inte- 
gración del ADN provmco dentro de los genes celulares, o junto a estos. 

Sin embargo, otros retrovirus contienen genes especificos que inducen la 
transformación celular y son potentes carcinógenos. El prototipo de estos retro- 
virus altamente oncogenicos es el virus del sarcoma de Rous (RSV), que se 
aisló, por primera vez, en un sarcoma de polio por Peyton Rous en 1911. Mas 
de 50 ańos despues, los estudios sobre el RSV condujeron a la identificación 
del primer oncogen vfrieo, lo que ha proporcionado un modelo para comprender 
muchas caractensticas del desarrollo de los tumores a nivel molecular. 

Oncogenes 

El cancer se debe a las alteraciones en determinados genes reguladores que 
controlan la proliferacjom la diferenciación y la supervivencia celular Los estu- 
dlos sobre los virus tumorales revelaron que unos genes especificos (denomi- 
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nados oncogenes) eran capaces de indueir la transformación ceiular, lo que 
proporcionó una primera aproximación a ias bases moleculares del cancer. Sin 
embargo, la mayoria de los canceres humanos (aproximadamente el 80%) no 
son indueidos por virus y surgen debido a otras causas, como La radiación y los 
carcinógenos qufmicos. Por lo tanto, para una comprensión completa del can¬ 
cer, ha sido fundamenta! que los estudios sobre los oncogenes viricos conduje- 
ran a la identificactón de los oncogenes celulares, que estan impljcados en el 
desarrollo de aquelLos canceres no indueidos por virus. El nexo entre los onco¬ 
genes viricos y fos celulares lo proporcionaron los estudios sobre los retrovirus 
altamente oncogenicos, 

O} i coge 11 es rc tro v i r i cos 

Los oncogenes viricos se definieron por primera vez en el RSV. que transforma 
a los fibroblastos de embrion de polio en cultivo e induce grandes sarcomas una 
o dos semanas despues de haber sido inoculado en pollos (Fig. 15.18), Por el 
contrario, el virus de la leucosis aviar (ALV) T que esta emparentado eon el antę- 
non se replica en las mismas cel u las que el RSV pero no induce su transforma¬ 
ción. Esta diferencia en el potencial transformador sugeria que ef RSV podia 
contener información genetica especifica responsable de la transformación de 
las cefulas infectadas. Una comparación directa de los genomas del RSV y del 
ALV apoyaba esta hipótesis: el ARN genómico del RSV tenia cerca de 10 kb, 
mientras que el del ALV era mas pequeno t aproximadamente 8,5 kb. 

A principios de los ańos 70, Peter Vogt y Steven Martin aislaron mutantes de 
defeción y mutantes sensibles a la temperatura del RSV, que eran incapaces de 
indueir la transformación. Sin embargo, estos mutantes se podian replicar nor¬ 
malnienie en Las celulas infectadas, lo que indica que e! RSV contiene informa¬ 
ción genetica necesaria para la transformación pero no para la replicación del 
virus. A partir del analisis de los mutantes de deleción y de los mutantes sensi¬ 
bles a la temperatura se caracterizó un unico gen responsable de la capacidad 
del RSV de indueir tumores en aves y de transformat los fibroblastos en cultivo, 
Puesto que el RSV provoca sarcomas, su oncogen se denominó sre. El gen sre 
es un anadido a! genoma del RSV; no esta presente en el ALV (Fig. 15.19). 
Codifica una proteina de 60 kDa que fue la primera proteina-tirosina quinasa 
identificada (vease experimento clave en el Cap, 13). 

Se han aisiado mas de 40 retrovirus diferentes altamente oncogenicos, a 
partir de varios animales, incluyendo pollos, pavos. ratones, ratas, gatos y mo- 
nos. Todos estos virus, al igual que el RSV P contienen al menos un oncogen (en 
algunos casos dos) que no es necesario para la replicación del virus pero que 
es el responsable de la transformación ceiular. En algunos casos, virus diferen- 
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No hay 
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Figura 15.18 

Transformación ceiular por el RSV y 
por et ALV. Tanto el RSV como el ALV 
infectan y se replican en los fibroblastos 
de embrion de polio, pero solo el RSV in¬ 
duce la transformación ceiular. 
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Figura 15.19 

Genoma del RSV. El RSV contiene un gen adicional, 
sra que no esta presente en el ALV, y que codifica la 
proteana-tirosina guinasa Sre, 
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TABLA 15.3. Oncogenes retrovmcos 


Oncogen 

Virus 

Es pecie 

abf 

Leucemia de Abelson 

Ratón 

akt 

Virus AKT8 

Ratón 

cb! 

Cas NS-1 

Ratón 

erk 

Sarcoma CT 10 

Polio 

erbA 

Eritroblastosis aviar ES4 

Polio 

erbB 

Eritroblastosis aviar ES4 

Polio 

ets 

Eritroblastosis avtar E26 

Polio 

fes 

Sarcoma felino de Gardno r-Arnstein 

Gało 

fgr 

Sarcoma felino de Gardn er- Rasheed 

Gato 

fms 

Sarcoma felino de MeDonough 

Gato 

fos 

Sarcoma osteogemco murino FBJ 

Ratón 

fps 

Sarcoma de Fujinami 

Polio 

jurr 

Sarcoma avtar 17 

Polio 

kit 

Sarcoma feiino de Hardy-Zuckerman 

Gato 

maf 

Sarcoma aviar AS42 

PoFlO 

rrros 

Sarcoma de Moloney 

Ratón 

mpi 

Leucemia mieloproliferativa 

Ratón 

myb 

MielobiastosJS aviar 

Polio 

myc 

Mielocitomatosis aviar 

Polio 

p3k 

Sarcoma av«ar 16 

Polio 

qin 

Sarcoma aviar 31 

Polio 

raf 

Sarcoma murino 3611 

Ratón 

rasH 

Sarcoma de Harley 

Rata 

rasK 

Sarcoma de Kirsten 

Rata 

rei 

Ret \cu loendot e 1 sosi s 

Pavo 

ros 

Sarcoma UR2 

Polio 

sea 

Eritroblastosis aviar SI 3 

Polio 

s/s 

Sarcoma de simio 

Mono 

skt 

SK aviar 

Polfo 

sre 

Sarcoma de Rous 

Polio 

yes 

Sarcoma Y73 

Polio 


tes contienen los mismos oncogenes, pero se han identificado mas de dos do- 
cenas de oncogenes distintos en estos virus (Tabla 15.3). Al igual que sra mu- 
chos de estos genes (como por ejemplo ras y raf) codifican proteinas que ahora 
se sabe que son componentes de las vias de seńalización que activan la prolite- 
ración celular (vease Fig. 13.32). 

Pro to-oncogenes 

U na caractenstica inesperada de los oncogenes retroviricos es que no estan 
involucrados en la replicación de! virus. Puesto que la mayona de los virus es- 
tan diseńados para replicarse de la manera mas eficaz posible, la existencia de 
oncogenes vira!e$ que no son una parte integrante del ciclo vital del virus, supo 
ne una paradoja. Por !o tanio, los cientificos se vieron obligados a preguntarse 
de dónde procedfan los oncogenes retroviricos y como se habian incorporado a 
los genomas virales —una linea de investigación que permitió idenlificar los 
oncogenes celulares en los canceres humanos. 

La primera pista acerca del origen de los oncogenes la proporclonó la mane¬ 
ra de aislar los virus altamente oncogenicos. El aislamiento del virus de la leuce- 
mia de Abelson es un ejemplo tipico (Fig. 15.20). Se Inocularon mas de 150 
ratones eon un virus no transformante que contenia soiamente los genes gag, 
poły em/necesarios para la replicación del virus. Uno de estos ratones desarro- 
\ló un linfoma a partir del cual se aisló un nuevo virus altamente oncogenico (el 
virus de la leucemia de Abelson), que ahora contenia un oncogen ( abl ). Se 
sugirió la hipótesis de que los oncogenes retrovmcos procedfan de genes de la 
celuia huesped, y que ocasionalmente este gen se incorporaba al genoma vfri- 
co, dando lugar a un nuevo virus altamente oncogenico como resultado de un 
proceso de recombinación virus-huesped. 
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Figura 15.20 

Arslamienta del virus de la leucemia de Abelson, El virus Ab-MuLV, que es un virus 
altamente oncogenico, se aisló a partir de un tumor poco habitual que se desarrolló en 
un ratón al que se Je habia inoculado un virus no transformante (el vims de la leucennia 
murina de Moloney, o MuLV). MuLV sofo tema los genes gag, po! y onv necesarios para 
la repficación del virus, Sin embargo, Ab-MuLV tema un nuevo oncogen ( abf ), que era el 
responsable de su actividad transformante. E! oncogen abf sustituia a algunos de los 
genes de la replicadón del virus y se encontraba en el genoma de Ab4/luLV unido a un 
gen gag que terna una deleción (se denominó A gag). 


La propuesta clave de esta hipótesis era que las celulas normales contenian 
genes que estaban relacionados eon los oncogenes retrovfricos. Esto se de- 
mostró definitivamente en 1976 por Harold Varmus t J. Micbael Bishop, y col. s 
que demostraron que una sonda de ADNc para el oncogen sre del SR V hibrida- 
ba eon secuendas relacionadas en el ADN de celulas normales de polio. Mas 
aun, se encontraron secuencias relacionadas eon sre en los ADN normales de 
un amplio grupo de vertebrados (incluidos los humanos), por lo que parecia que 
se habfan conservado en la evo!ución. Experimentos similares eon sondas para 
los oncogenes de otros retrovirus altamente oncogenicos han dado resultados 
similares, y actualmente esta establecido que los oncogenes retroyiricos deri- 
var de genes similares de celulas normales. 

Los genes de las celulas normales a parlir de los cuales se originan los 
oncogenes retroviricos se denominan proto-oncogenes. Son genes regulado- 
res importantesya que en muchos casoscodifican proteinas que intervienen en 
las vias de la transducción de seńales que controlan la proliferación celular nor¬ 
ma! (p. ej,, sre, ras y raf), Los oncogenes son formas de sus correspondientes 
proto-oncogenes que se expresan de manera anormal o que han mutado. Debi- 
do a estas alteraciones, los oncogenes inducen una proliferación celular anor¬ 
mal y el desarrolto del tumor. 

Un oncogen que se incorpora en un genoma retrov(rico difiere en vario$ 
aspectos de su correspondiente proto-oncogen. En primer lugar, el oncogen 
vfrico se transcribe bajo el control de las secuencias promotoras y activadoras 
del virus t en vez de ser controlado por las secuencias reguladoras de la trans- 
cripción del proto-oncogen. Por lo tanto, los oncogenes se expresan en niveles 
mucho mayores que los proto-oncogenes y a veces se transcriben en tipos ce- 
lulares que no son los adecuados. En algunos casos, esas alteraciones de ta 
expresion genica son suflcientes para convertir un proto-oncogen que funciona 
normalmente en un oncogen que provoca la transformación celular* 

Ademas de estas alteraciones en la expresión genica, los oncogenes suelen 
codificar proteinas que difieren en estructura y función de aquellas codificadas 
por sus homólogos normales. Muchos oncogenes. como raf, se expresan como 
proteinas de fusión eon secuencias virales en su extremo amino terminal (Fig. 
15.21}* Los procesos de recombinación que dan lugar a estas proteinas de fu¬ 
sión sueien ocurrir durante la captura de los proto-oncogenes por los retrovirus, 
y normalmente, durante el proceso, se delecionan secuencias de los ex!remos 
amino y carboxilo terminal de los proto-oncogenes. Estas deleciones pueden 
causar que se pierdan los dominios reguladores que controlan la actividad de 
las proteinas proto-oncogenicas, dando lugar a proteinas oncogenicas cuya 
función no esta regulada. Por ejemplo, el oncogen virico raf codifica una protei¬ 
na de fusión en Ja que falta la secuencia amino terminal de la proteina norma! 
Raf Esta secuencia amino terminal es clave para la regulación normat de la 
actividad proteina quinasa de Raf. y su deleción da como resultado una activi- 
dad constitutiva no regulada de la proteina Raf codificada por el oncogen. Esta 
actividad no regulada de Raf provoca la proliferación celular. lo que da lugar a la 
transformación celular. 

Muchos otros oncogenes difieren de sus correspondientes proto-oncogenes 
debido a mutaciones puntuales, dando lugar a la sustitucićn de un unico ami- 


MuLV 



Proteina proto-oncogenica Rai 



Dominio regulador Dominio guinasa 


Proteina oncogenica Raf 



Gag Dominio guinasa 


Figura 15.21 

Proteina oncogenica Raf. La proteina 
proto-oncogenica Raf esta constituida 
por un dominio regulador amino terminal 
y por un dominio carboxllo terminal eon 
actividad proteina guinasa. La proteina 
oncogenica viral Raf carece del dominio 
regulador, y este es suslituido por una 
secuencia de la proteina virica Gag. El 
resultado es que el dominio quinasa de 
Raf esta constitutivamente activo, lo que 
causa la transformación celular. 
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Experimento clave 


Descubrimiento de los proto-oncogenes 


Un AON refacionado eon el(los) gen(es) transformante(s) det virus 
del sarcoma aviar se eneuentra en el ADN de las aves sanas 

Dominique Stehelin, Harold, E Varmus, J. Michael Bishop y Peter K. Vogt 

Departamento de microbiologia, universidad de Catifornia, San Francisco 
(DS, HEV, y JMB) y departamento de microbiologia, Universidad de California, 
Los Angeles (PKV) 

Naturę, Yolumen 260, 1976, pags. 170-173 


Contexto 

Mediante el analisis genetico del 
RSV se determinó que el primer 
oncogen virico (src) era un gen 
responsable de la transformación 
celular pero que no se requeria 
para la replicación del virus, El 
hecho de que algunos retrovirus 
altamente oncogenicos se 
originaran a partir de los tumores 
de animales infectados hizo que se 
propuslera la hipótesis de que los 
oncogenes retroviricos procedfan 
de genes similares que se 
encontraban en las celulas 
hospedadoras, El hecho de que T 
mediante la tecnica de hibridación 
de acidos nucleicos, se 
encontraran secuencias de ADN 
similares a las de los retrovirus en 
las celulas normales de varias 
especles r reafirmaba esta 
hipótesis. Sin embargo, no estaba 
claro si estas secuencias eran 
similares a los oncogenes 
retrovfricos o a los genes 
necesarios para la replicación, 
Harold Varmus, J. Michael 
Bishop y col. resolvieron este 
dilema aprovechando la 
caracterización genśtica del 
oncogen src. Concretamente, 

Peter Vogt ya habia aistado 
mutantes de transformación 
defectuosa del RSV que tenian 
defeciones de cerca de 1 ,5 kb que 
correspondfan a casi todo o a todo 


el gen src. Stehelin y cols, 
prepararon una sonda de ADNc 
para secuencias especificas de sra 
La utilización de esta sonda en 
experimentos de hibridación de 
acidos nucleicos les permitió 
demostrar de manera definitiva 
que las celufas normales 
contienen secuencias de ADN 
similares a src. 

Experimentos 

En primer lugar, se utilizó la 
transcriptasa inversa para 
sintetizar una sonda de ADNc 
radiactivo, constituido por cortos 
fragmentos de ADN monocatenaho 
complementariosal ARN genómico 
del RSV. Esta sonda se hibridóa un 
exceso de ARN purificado a partir 
de un mutante de deleción de 
transformación defectuosa. Los 
fragmentos de ADNc que eran 
complementarios a los genes 
virales de la replicación se 
hibridaron al ARN del RSV de 
t ra n sf o r m aci ón d ef ect u o sa, 
formandose mofeculas de 
heterodupiex ARN-ADN, Por el 
contrario, los fragmentos de ADNc 
que eran complementarios a src no 
se hibridaron y permanecieron 
como una unica cadena. Entonces 
se aisló este ADN monocatenaho 
para generar una sonda especffica 
de la secuencia oncogenica src. Tai 
y como se habia predicho a 


traves del tamano de las 
deleciones en los mutantes de 
transformación defectuosa de 
RSV, la sonda especffica de src era 
homóloga a un fragmento de cerca 
de 1,5 kb del ARN de RSV, 

A continuación, el ADNc de src 
radiactivo se utilizó como una 
sonda de hibridación para detectar 
secuencias de ADN similares en 
celulas de ave normales. De 
manera sorprendente, ei ADNc de 
src se hibridó eon el ADN de pollos 
normales asf como eon el ADN de 
otras especies de aves (vease 
Figura). De esta manera estos 
expehmentos demostraron que las 
celulas normales contenian 
secuencias de ADN que estaban 
fntimamente relacionadas eon el 
oncogen src, lo que apoyaba la 
hipótesis de que los oncogenes 
retrovfhcos se originaban a partir 
de genes eelulares que se 
incorporaban al genoma del virus. 



Hibridación del ADNc espeeffico de src eon et 
ADN de poiło, codomiz y pato normales. 


noacido en los productos oncogenicos. En algunos casos, la consecuencia de 
estas sustituciones de los aminoacidos (como las defeciones ya tratadas} es 
que no se regule la actividad de la proteina oncogenica, Un ejemplo importante 
de estas mutaciones puntuales lo proporcionan los oncogenes ras, que se trata- 
ran en la siguiente sección al hablar de su papel en los canceres humanos. 
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Descubrimiento de los proto-oncogenes (continuaclón) 


Impacto 

El articulo de Sfehefin y cols. 
publicado en 1976 finalizaba 
proponiendo la posibllidad de que 
i las secueneias celulares src 
inten/engan en fa regulación de! 
desarrollo y del crecimiento de las 
cefulas normales, o en la 
transformación del 
comportamiento celular debtda a 
agentes ffsicos T guimicos o 
virales! Esta propuesta ha sido 
confirmada, y el descubrimiento de 
las secueneias celulares src abrió 
las puertas a la comprensión de la 
regulación de la proliferación de 
las celulas normales y de la base 
molecular del cancer humano. Los 
estudios de las protemas 
oncogenicas y proto-oncogenicas, 
incluyendo a la propia Src, han 
resultado ser fundamentales para 


desentrahar las vias de 
sehalización que controlan la 
proliferación y diferenciación de las 
celulas normales. El 
descubrimiento del proto-oncogen 
src sugerfa aun mas, que los 
tu mores no inducidos por virus se 
podian generar debido a 
mutaciones en genes celulares 
similares, lo que condujo 
directamente al descubrimiento de 
los oncogenes en los tumores 
humanos. Los resultados de 
Varmus s Bishop y col. supusieron la 
unificación de los estudios sobre 
los virus tumorales, sobre las 
celulas normales y sobre los 
tumores no inducidos por virus; 
esto implica que han afectado a 
practicamente todos los aspectos 
de la investigadón sobre el cancer 
y sobre la regulación celular. 



Harold Varmus 


Los oncogenes en el cancer en el hontbre 

Tras comprender el origen de los oncogenes retroyiricos, la siguiente cuestión 
era saber si los tumores que no eran inducidos por los virus eontenian oncogenes 
celulares que se hubieran generado a parlir de proto-oncogenes por mutaciones 
o por reordenamientos del ADN durante el desarrollo del tumor. La primera evi- 
dencia acerca del papel de los oncogenes celulares en los tumores humanos se 
obtuvo mediante expenmentos de transferencia genica en los laboratorios de Ro¬ 
bert Weinberg y del autor en 1981. Se encontró que el ADN de un carcinoma de 
vejiga humano inducia la transformadón de las celulas en cu!tivo receptoras, lo 
que indicaba que el tumor humano contenfa un oncogen celular biolog icamenfe 
activo (Fig. 15.22). Desde enionces, mediante ensayos de transferencia genica y 
mediante otras tecnicas experimentales alternativas, se han detectado oncoge¬ 
nes celulares activos en diferentes tipos de tumores humanos (Tabla 15.4). 

Afgunos de los oncogenes que se han identificado en tumores humanos son 
homólogos celulares de los oncogenes que previamente se caracterizaron en 
retrovirus P mientras que otros son oncogenes nuevos que se han deseubierto 
por primera vez en los canceres humanos, E! primer oncogen humano identifi¬ 
cado en los ensayos de transferencia genica fue posteriormente identificado 
como el homólogo humano del oncogen rasH del virus def sarcoma de Harvey 
(vease Tabla 15.3). Tres miembros relacionados de la familia de los genes ras 
(rasH, rasK y rasN) son los oncogenes que se eneuentran eon mayor frecuencia 
en los tumores humanos. Estos genes estan implicados en aproximadamente el 
20% de todos los canceres humanos, incluyendo cerca del 50% de los cance¬ 
res de colon y el 25% de los earcinomas de pulmón. 

Los oncogenes ras no se eneuentran en las celulas normales; se generan en 
las cełulas tumorales como consecuencia de mutaciones que ocurren durante 


Figura 15.22 

Detección de un oncogen de un tumor humano mediante transferencia genica. El 

ADN extraido de un carcinoma humano de vejiga indujo la transformación de celulas de 
ratón receptoras en cultivo. La transformación se debió a la integración y a la expresión de 
un oncogen procedente del tumor humano. 
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TABLA 15.4, Oncogenes representativos de tumores humanos 


Oncogen 

Tipo de cancer 

Mecanismo de activación 

ahf 

Leucemia mielogenica crónica, leucemia 
linfocitica ag uda 

Translocación 

akt 

Carcinomas de ovario y de pańcreas 

Amplificadón 

bcl-2 

Linfoma de las celulas B foliculares 

Transfocación 

Ol 

Adenoma de la glóndula paratkoides, tinfoma 
de las cólulas B 

Translocación 

01 

Carcinomas de las celulas escamosas, de 
vejiga, de mama, de esófago, de higado y de 
pulmón 

Amplificación 

E2A/pbx 1 

Leucemia linfocitica ag uda 

Translocación 

erbB-2 

Carcinomas de mama y de ovario 

Amplificación 

gip 

Carcinomas de ovario y de corteza suprarrenal 

Mutación punfual 

git 

Glioblastoma 

Amplificación 

gsp 

Tumores de la hipófisis y del tiroides 

Mutación puntual 

hox -1 1 

Leucemia de celulas T aguda 

Transfocación 

¥ 

Leucemia de celulas T aguda 

Translocación 

c -myc 

Linfoma de Burkltt 

Translocación 

c -myc 

Carcinomas de mama y de pulmón 

Amplificación 

L -myc 

Carcinoma de pulmón 

Amplificación 

N -myc 

Neuroblastoma y carcinoma de pulmón 

Amplificación 

PDGFFt 

Leucemia miel om o noc kica crónica 

Translocación 

Pt3K 

Carcinoma ovarico 

Amplificación 

PMLRARy 

Leucemia promielocitica aguda 

Transfocación 

raf- B 

Melanoma, carcinoma de colon 

Mutación puntual 

rasH 

Carcinoma de tiroides 

Mutación puntual 

rasK 

Carcinomas de colon, pulmón, pańcreas y 
tiroides 

Mutación puntual 

ras N 

Leucemias miefogenica aguda y linfocitica, 
carcinoma de tiroides 

Mutación puntual 

ret 

Neoplasia endocrina multiple tipos 2A y 2B 

Mutación puntual 

ret 

Carcinoma de tiroides 

Reorganización dei ADN 

SMO 

Carcinoma de celulas basaies 

Mutación puntual 


el desarrollo del tumor. Los oncogenes ras difieren de sus proto-oncogenes en 
mutaciones puntuales cuya consecuenciaes la sustitución de un unico aminoa- 
cido en posiclones c!ave, La primera de estas mutaciones que se descubrió fue 
la sustitución de valma en [ugar de glicina en la posición 12 (Fig. 15.23). Tam- 
bien se encuentran frecuentemente en los oncogenes ras de tumores humanos 
otras sustituciones de aminoacidos en la posición 12, asi como en las posicio- 
nes 13 y 61 En los modelos animales se ha encontrado que las mutaciones que 
convierten los proto-oncogenes ras a oncogenes son causadas por carcinóge- 
nos guimicos, lo que proporciona un vmculo directo entre la acción mutagenica 
de los carcinógenos y la transformación celuiar. 

Como ya se trato en el Capitulo 13, los genes ras codifican proteinas de 
unión a nucleótidos de guanina que intervienen en la transducción de las seńa- 
les mitogenicas a partir de diversos receptores de factores de crecimiento. La 
actividad de las proteinas Ras esta controlada por la unión de GTP o GDP, de 
tal manera que alternan entre el estado activo (unidas a GTP) e inactivo (unidas 
a GDP) (vease Fig. 13,33). Las mutaciones caractensticas de los oncogenes 
ras tienen el efecto de mantener las proteinas Ras en la conformación activa 
unidas a GTP, En gran medida, esto se debe a que se anula la respuesta de las 
proteinas oncogenlcas Ras a GAP (proteina activadora de la GTPasa), que 
activa la hidrólisis del GTP unido a Ras. Debido a que disminuye su actividad 
GTPasa intracelular, las proteinas oncogenieas Ras permanecen en su estado 
activo unidas a GTP y provocan la proliferación celuiar incontroiada. 
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Figura 15.23 

Mutaciones puntuales en los oncoge¬ 
nes ras. Un unico cambio de nucleótidos, 
que hace que el codón 12 cambie de GGC 
(Gly) a GTG (Val). es la causa de la activi- 
dad transformacie del oncogen ras H de- 
tectado en el AON del carcinoma de vejiga. 


Las mutaciones puntuales son soiamente una de las maneras en las que los 
proto-oncogenes se convierten en oncogenes en los tumores humanos. Mu- 
chas celulas cancerosas muestran aiteraciones en la estructura cromosómica, 
incluyendo translocaciones, duplicaciones y deleciones. Los reordenamientos 
gónicos que resultan de la translocación cromosómica suelen tener como con- 
secuencia la generación de oncogenes. En algunos casos, tras el anślisis de 
estos reordenamientos se ha encontrado que en el desarrollo del tumor estan 
implicados oncogenes ya conocidos. En otros casos, tras el analisis de las se- 
cuenctas de ADN reordenadas y tras su clonaje molectilar, se han encontrado 
oncogenes nuevos. 

El primer caso caracterizado de la activación de un oncogen por transloca¬ 
ción cromosómica fue el del oncogen c-myc en el linfoma de Burkitt humano y 
en plasmocitomas de ratón, que son canceres de los linfocitos B productores de 
anticuerpos (Fig. 15.24). Ambos tumores se caracterizan por translocaciones 
cromosómicas en las que se ven implicadas genes que codifican inmunoglobuli- 
nas. Porejemplo, en casi todos los linfomas de Burkitt se ha producido la trans¬ 
locación de un fragmento del cromosoma 8 a uno de los loci de las inmunoglo- 
bulinas, que se localizan en los cromosomas 2 (cadena ligera k), 14 {cadena 
pesada) y 22 (cadena ligera k). El hecho de que los genes de las inmunoglobuli- 
nas se expresen activamente en estos tumores sugiere que las translocaciones 
activan un proto-oncogen del cromosoma 8 mediante su inserción en los loci de 
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Figura 15.24 

Translocación de c-myc . En el finfoma 
de Burkitt el proto-oncogen c-myc se 
transioca des de el cromosoma 8 al locus 
de la cadena pesada de las inmunoglobu- 
linas (IgH) en el cromosoma 14; esto origi- 
na una expresión a normal de c-mya 
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Figura 15.25 

Translocación de abf. El oncogen ab! 
se transfoca desde el cromosoma 9 al 
cromosoma 22 formando el cromosoma 
Filadelfia en las leucemias mlelogenicas 
crónicas. El proto-oncogen abl, que łiene 
dos exones iniclales altemativos (1A y 
IB), se integra en la mitad del gen ber del 
cromosoma 22. El exón 1B se deleciona 
a consecuencia de la translocación. La 
transcrrpción del gen fusionado se i nic i a 
en el promotor de ber y sigue a lo largo 
de abl. El splieing da I u gar a un ARNm 
Bcr/Ab! T en el que se ha deleclonado el 
exón 1A de ab! y las secuencias de ber 
se han unido al exón 2 de abl[ El ARNm 
Bcr/Abl se traduce para dar lugar a u na 
proteina recombinante Bcr/Abl de fusión. 


Proteina de fusión Bcr/Abl 


las inmunoglobulinas. Esto se investigó mediante el analisis de los ADNs de 
tumores eon sondas para oncogenes conocidos, y se deseubrió que el proto- 
oncogen c-mycera el punto de ruptura de la translocación del cromosoma 8 en 
el linfoma de Burkitt. Estas translocaciones insertaban a c -myc en un tocus de la 
inmunoglobulina, donde se expresaba de una manera incontrolada, El gen c- 
myc codifica un factor de transeripción que se induce como respuesta a la esti- 
mulación por un factor de crecimiento, por lo que su expresión incontrolada 
basta para provocar la proliferación celular y contribuir al desarrollo del tumor. 
Las translocaciones de otros proto-oncogenesdan como resultado reordena- 
mientos de secuencias codificantes, lo que conduce a la formación de productos 
genicos alterados. El caso tipico de esto es la translocación del proto-oncogen 
abl desde el cromosoma 9 al cromosoma 22, en ta leucemia mielogenicacróni- 
ca (Fig. 15.25). Esta translocación provoca la fusión de abl eon su compańero 
de translocación, un gen denominado ber, en el cromosoma 22, La consecuen¬ 
cia es que se produce una proteina de fusión Bcr-Abl en la que el extremo 
amino terminal normal de la proteina proto-oncogenica Abl se ha sustituido por 
unas secuencias de aminoacidos de Ber, La fusión de las secuencias de Ber da 
como resultado en una actividad incontrolada de la protein a-tirosina guinasa 
Abf. lo que provoca la transformación celular. 

Un mecanismo diferente mediante el que los oncogenes se activan en Jos 
tumores humanos es la amplificación genica* que da como resultado una expre- 
sión genica elevada. La amplificación genica (vease Fig, 5,54) es freeuente en 
las celulas tumoraies, eon una frecuencia mil veces mayor que en las celulas 
normales, y la amplificación de los oncogenes puede desempenar un papef en 
la progresión de muchos tumores hacia un crecimiento mas rapido y un mayor 
caracter maligno. Asi t se han identif icado nuevos oncogenes mediante el clona- 
je molecular y la caracterización de secuencias de ADN que se eneuentran am- 
plificadas en tumores 

Un ejemplo claro de la amplificación oncogenica es la del gen N-myc, que 
esta relacionado eon c-mye, el cual esta implicado en el neuroblastoma (un 
tumor infantil de celulas neuronales embrionarias). Copias amplificadas de N- 
myc aparecen eon frecuencia en los tumores de crecimiento rapido, lo que indi- 
ca que la amplificación de N-myc esta vinculada a la progresión de los neuro- 
blastomas hacia una mayor malignidad. La amplificación de otro oncogen, 
erbB-2 t que codifica un receptor proteina-tirosina guinasa, igualmente se rela- 
ciona eon la progresión de los carcinomas de mama y de ovarios. 
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Funciones de los p rodne tos oncogenicos 

Los oncogenes virales y los celulares definen un gran grupo de genes (alrede- 
dor de 100 en total) que contnbuyen al comportamiento anormal de las celulas 
cancerosas. Como ya se ha dicho, muchas de las protemas codificadas por los 
proto-oncogenes regulan la proliferación celular normal; en estos casos, la ma- 
yor expresión o la mayor actividad de la protema oncogenica correspondiente 
produce la proliferación incontrolada de las celulas cancerosas. Otros produc- 
tos oncogenicos contribuyen a otros aspectos def comportamiento de las celu¬ 
las cancerosas, como por ejempio, una diferenciación defectuosa o la incapaci- 
dad de sufrir la muerte celular programada. 

La mayor parte de las protefnas oncogenicas funcionan como componentes 
de las vias de senalización que regulan la proliferación celular y la superviven- 
cia en respuesta a la estimulación por los factores de crecimiento. Estas protes- 
nas oncogenicas incluyen a factores de crecimiento polipeptfdicos, a receptores 
de los factores de crecimiento, a componentes de las vias de senalización intra- 
celular, y a factores de transeripción (Fig, 15.26). 

La acción de los factores de crecimiento como protefnas oncogenicas se 
debe a su expresión anormal, lo que conduce a una situación en la que la celula 
tumoral produce un factor de crecimiento al cual tambien responde, El resultado 
es una estimulación autocrina de la celula productora del factor de crecimiento 
(vease Fig, 15.9), lo que causa la proliferación anormal de la celula y contribuye 
al desarrollo de una gran variedad de tumores humanos. 

Un gran grupo de oncogenes codifica receptores de factores de crecimiento, 
la mayorfa de los cuales son protema-tirosina quinasas. Estos receptores se sue~ 
len convertir en protefnas oncogenicas al sufrir alteraciones en sus dominios ami¬ 
no terminales, los cuales normalmente unirfan factores de crecimiento extraceiu- 
lares. Por ejempio, el receptor para el factor de crecimiento derivado de las 
plaguetas {PDGF) se convierte en un oncogen en algunas leucemias humanas 
debido a una translocación cromosómica en la que el extremo amino terminal 
normal del receptor de PDGF se sustituye por una secuencia amino terminal de 
un factor de transeripción denominado Tel (Fig, 15.27). Las secuencias Te! de la 
proteina de fusión Tel/PDGFR resultante se dimerizan aunque no se le una e! 
factor de crecimiento, lo que supone activar de manera constitutiva al dominie qui- 
nasa intracelular y la generación incontrolada de una sehal proliferativa. Por otro 
lado, los genes que codifican algunos receptores protema-tirosina guinasas, como 
el erbB-2, se activan por amplificación genica. Otros oncogenes (incluidos srcy abf) 
codifican protefna-tirosina quinasas no receptoras que estan continuamente activa- 
das debido a deleciones o mutaciones de sus secuencias reguladoras. 

Las protefnas Ras desempehan un papet fundamental en la senalización de 
la mitosis, acoplando los receptores de los factores de crecimiento a la activa- 
ción de la protefna-serina/treonina quinasa Raf, lo que inicia una cascada de 
proteina quina$as que conduce a la activación de la guinasa MAP ERK (vease 
Fig. 13.32). Como ya se trato anteriormente, las mutaciones que convierten a 
los proto-oncogenes ras en oncogenes provocan una activación continua de 
Ras, lo que lleva a la activación de la via ERK. De igual manera, el gen raf se 
puede convertir en un oncogen debido a deleciones que suponen la perdida del 
dominio regulador amino terminal de la proteina Raf (vease Fig, 15.21). La conse- 
cuencia de estas deleciones es la aetividad incontrolada de la proteina guinasa 
Raf, loque tambien conduce a la activación constitutiva de ERK. Alternativamen- 
te, los profooncogenes raf pueden convertirse en oncogenes por mutaciones 
puntuales que resultan en una elevada actividad de la quinasa Raf. 

La vfa de las quinasas ERK lleva, en ultima instancia, a la fosforiiación de 
factores de transeripción y a alteraciones en la expresión genica. Por lo tanto, 
como se podda suponen muchos oncogenes codifican protefnas reguladoras 
de la transeripción que en condiciones normales se inducen en respuesta a la 
activación por factores de crecimiento. Por ejempio, la transeripción del proto-on- 
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Figura 15.26 

Oncogenes y transducción de seńales. 

Las protemas oncogenicas actuan como 
factores de crecimiento (p, ej., EGF), 
como receptores de los factores de creci¬ 
miento (p. ej., ErbB), y como moleculas 
seńalizadoras intracelulares (Ras y Raf). 
Ras y Raf activan la via de la quinasa 
MAP ERK (vśanse Figs 13,32 y 13.35), lo 
que supone la inducción de otros genes 
{p. ej., fos) que codifican protefnas reguła- 
doras de la transeripción potencial menie 
oncogenicas. Las protefnas de las que se 
conoce su potencial oncogenico se resat- 
tan en amarillo 
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Figura 15.27 

Mecanismo de la activación del onco¬ 
gen Tel/PDGFR. El receptor de PDGF 
normal (PDGFR) se activa por una dimen- 
zación inducida por la unión del PDGF. El 
oncogen Tel/PDGFR codifica una protei¬ 
na de fusión en la que el dominie extrace- 
Jular normal del receptor de PDGF es sus- 
tituido por la secuencia amino terminal del 
factor de transcripción Tel, que incluye su 
dominio de dimerización helice-bucle-he- 
lice (vease Fig. 6.27). Esta secuencia se 
dimeriza on ausencia de PDGF, lo que su- 
pone la activación constitutiva de la pro¬ 
teina guinasa oncogenica. 



Figura 15.28 

Factor de transcripción AP-1. Fos y 

Jun se dimerizan para constituir AP-1 que 
activa la transcripción de diversos genes 
inducibles por factores de crecimiento. 


cogen fos se activa debido a la fosforilación de Elk-1 por ia quinasa MAP ERK 
(vease Fig. 15.26). Fos y el producto de otro proto-oncogen, Jun, son componen¬ 
tes del factor de transcripción AP-1, que activa la transcripción de varios genes 
diana en las ceiulas estimuladas por factores de crecimiento (Fig. 15.28). La activi- 
dad constitutiva de AP-1, debida a la expresión incontrolada de las proteinas onco- 
genicas Fos o Jun, es suficiente para producir la proliferación celular anormal que 
dara lugar a la transformación celular. De manera similar, las proteinas Myc funcio- 
nan como factores de transcripción regulados por estimulos mitogenicos, y la ex- 
presión anormal de los oncogenes myc contribuye al desarrollo de varios tumores 
humanos. En los linfomas y leucemias humanas, otros factores de transcripción 
se suelen activar a oncogenes debido a translocacśones cromosómicas. 

Los componentes de otras vias de seńalización, Induidos Hedgehog, Wnt, 
Notch y vias de seńalización acopladas a proteinas G. tambien pueden actuar 
como oncogenes. Por ejemplo, las mutaciones del gen que codifica el receptor 
de tirotropina acoplado a proteinas G lo convierten en un oncogen en tumores de 
tiroides (Fig 15 29). La tirotropina es una hormona de ia hipófisis que estimula 
la proliferación de las ceiulas tiroideas a traves de un receptor acoplado a pro¬ 
teinas G que activa a la adenilato ciclasa. Las mutaciones del receptor de la 
tirotropina en los tumores de tiroides originan en una actividad constitutiva del 
receptor, lo que provoca ia proliferación celular a traves de ia activación de la 
via seńalizadoradel AMPc. De igual manera, los genes que codifican las protei- 
nas G pueden actuar como oncogenes en algunos tipos celulares. Ef oncogen 
gsp , que codifica la subunidad a de G s , se genera debido a mutaciones puntua- 
les similares a aquellas que se encontraron en ras. La consecuencia de estas 
mutaciones es una actividad constitutiva de la subunidad a de G & , lo que condu- 
ce a una activación incontrolada de la adenilato ciclasa. Como podria esperar- 
se, el oncogen gsp esta implicado en los tumores de hipófisis y de tiroides, 
donde el AMPc estimula la proliferación celular. En otros tipos celulares, indu- 
yendo los tumores de ovario y de suprarrenaies. los genes que codifican las 
subunidades y de otras proteinas G son convertidos en oncogenes como con¬ 
secuencia de mutaciones similares. 

Las vias de seńalización intracelular que se activan mediante una estimula- 
ción por factores de crecimiento regulan, en ultima instancia, los componentes 
de ia maquinaria del cicio celular que inducen la progresión a traves del punto 
de restricción en . Las ciclinas de tipo D se activan en respuesta a la estimula- 
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ción por los factores de crecimiento y desempeńan un papai fundamental como 
ymculos entre la senalización a traves de diehos factores de crecimiento y la 
progresión del ciclo celular (vease Fig. 14,19). No debe sorprender que el gen 
que codifica la ciclina Dl sea un proto-oncogen, que se puede activar para dar 
lugara un oncogen (denominado Dl) mediante una translocación cromosómica 
o amplificación genica. Estas alteraciones conducen a la expresión constitutiva 
de la ciclina Dl, \o que induce la proliferación celular en ausencia de la estimula- 
ción por los factores de crecimiento. 

Aunque la mayoria de los oncogenes estimulan la proliferación celular, sin 
embargo la actividad oncogenica de algunos factores de transcripción se debe 
aque inhiben la diferenciación celular. Como ya se mencionóen el Capitulo 13, 
la hormona tiroidea y el ścido retinoico inducen la diferenciación de varios tipos 
celulares Estas hormonas difunden a traves de la membrana plasmatica y se 

unen a los receptores intracelulares que 
actuan como moleculas regu lado ras de la 

transcripción. Las formas mutadas del re~ 
Cślula mądre plurpotente de hormQna tiroidea (ErbA} y del 

receptor del acido retinoico (PML/RARot) 
lntervienen como proteinas oncogenicas 
en la eritroleucemia de los pollos y en la 
leucemia promielocftica aguda humana, 
respectivamente. En ambos casos, pare- 
ce ser que los receptores oncogenicos 
mutados interfieren eon la acción de sus 
homólogos normales, bloqueando la dife- 
renciación celular y manteniendo las celu- 




Figura 15.29 

Actmdad oncogenica de los recepto¬ 
res asociados a proteinas G y de las 

proteinas G, El receptor de la tirotrppłna 
esta acoplado a la adenllato ciclasa a tra- 
ves de G s , Los genes que codifican el re¬ 
ceptor y la subunidad a de G s (G s a) pue- 
den actuar como oncogenes estimulando 
la proliferación de las celu las del tiroides, 



Figura 15.30 

Acción de la proteina oncogenica PML/ 

RARu. La proteina de fusión PML/RARa 
bloquea la diferenciación de los promielo- 
citos a granulocitos. 
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Figura 15.31 

Oncogenes y supervivencia celular. En- 

tre las proteinas oncogenicas que actuan 
como senales de supervivenda celular se 
incluyen factores de crecimlento, recepto- 
res de factores de crecim iento, la PI 3 quL 
nasa y Akt. La senalización medianie la vfa 
de la PI 3 quinasa/Akt reguła a los miem- 
bros de la familia de Bcl-2 que promueven 
la supervivencia celular inhibiendo la libe- 
ración del citocromo c de fa m i loco n dna. 
Las proteinas eon potencjał oncogśnico 
aparecen resaltadas en amarillo. 



i 



las leucemicas proliferando de manera activa (Fig. 15,30). En el caso de la leu- 
cemia promielocitica aguda, unas alias dosis de acido retinoico pueden vencer 
el efecto de la proteina oncogenica PML/RAR? e inducir la diferenciación de las 
celulas leucemicas. Esta observación biológicatlene una implicación clinica: se 
puede tratar de manera efectiva a los pacientes eon łeucemia promielocftica agi> 
da administrandoles acido retinoico, que induce la diferenciación y bloguea la 
proliferación celular. 

Como ya se trato anteriormente en este Capitulo, la incapacidad de las celu¬ 
las cancerosas de sufrir la muerte celular pragramada, o apoptosis. es un factor 
critico en el desarrolio de tumores, y varios oncogenes codifican proteinas que 
intervienen promoviendo la supervivencia celular (Fig. 15.31). La supervivencla 
de la mayoria de las celulas animates depende de su estimulación por los facto¬ 
res de credmiento, por lo que aquellos oncogenes que codifican factores de cre- 
cimiento, receptores de factores de crecimiento y proteinas senalizadoras como 
Ras, intervienen no solo estimufando la proliferación celular sino tambien evitan- 
do la muerte celular. Como ya se trato en el Capitulo 13, fa vla de senalización de 
la PI 3-quinasa/Akt desempeńa un papel fundamenta! en la prevención de la 
apoptosis de muchas celulas dependientes de los factores de crecimiento, y los 
genes que codifican la PI 3-quinasa y Akt actuan como oncogenes en los retro- 
virus y en alg u nos tumores humanos, Entre las dianas de !a PI 3-quinasa/Akt se 
incluye un miembro de la familia Bcl-2 (Bad) T y hay que destacar que Bcl-2 fue 
deseubierto como un oncogen por primera vez en linfomas humanos. El onco- 
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Figura 15.32 

Supresión de ta capacidad de genesis 
tumoral mediante fusión celular. La fu¬ 
sión de celulas tumorales eon celulas sa- 
nas dio lugar a hibridos que contenian 
cromosorras de ambos progenitores. Es- 
tos hibridos no suelen tener capacidad de 
generar tu mores. 


gen bel-2 se genera mediante una translocación cromosómica cuya consecuen- 
cia es una expresión elevada de Bcl-2, !o que bloquea la apoptosis y mantiene 
!a supervivencia celular bajo condiciones que normalmente inducirian la muerte 
de la celula. La identificación de bcl-2 como un oncogen no solo proporciond la 
primera demostración acerca de la importancia de la muerte celular programa* 
da en e! desarroilo del cancer, sino que llevó al deseubrimiento del papel que 
tienen Bcl-2 y otros genes relacionados como reguladores principales de la 
apoptosis en organismos que van desde C. elegans hasta el ser humano. 


Genes supresores de tumores 

La activación de los oncogenes celulares solo representa uno de los dos tipos 
de alteraciones genetieas implicadas en el desarroilo del tumor; la otrą es la 
inactivación de los genes supresores de tumores. Los oncogenes causan la 
proliferación anormal de las celulas debido a alteraciones genetieas que inere- 
mentan la expresión genica o producen la actividad incontrolada de las protef- 
nas codificadas por los oncogenes. Los genes supresores de tumores repre- 
sentan un mecanismo opuesto de control del crecimiento celular, normalmente 
inhibiendo la proliferación celular y el desarroilo del tumor. En muchos tumores, 
estos genes estan ausentes o inactivados, por lo que no intervienen regulado¬ 
res negativos de la proliferación celular. lo que contribuye a la proliferación 
anormal de las celulas tumorales. 


Identificación tle los genes supresores de tumores 

Los primeros datos acerca de la actividad de los genes supresores de tumores 
se obtuvieron a partir de expenmentos de hibridación de celulas somaticas rea- 
lizados por Henry Harris y col. en 1969, La fusión de celulas normales eon celu¬ 
las tumorales dio como resultado celulas hfbridas, que contenian los cromoso- 
mas de ambos progenitores (Fig. 15.32) En la mayoria de los casos, estas 
celulas hfbridas no eran capaces de formar tumores en animales. Por lo tanto, 
pareefa ser que habfa genes procedentes del progenitorcelular normal que inhi- 
bfan (o suprimfan) el desarroilo del tumor. Sin embargo, la caracterización de 
estos genes a rwel molecular vino a partir de un abordaje diferente —el analisis 
de formas hereditarias poco freeuentes de cancer en humanos, 

El primer gen supresor de tumores se identificó a partir de estudios del retino¬ 
blastoma, un tumor de ojos en ninos poco freeuente. Siempre y cuando la enfer- 
medad se detecte tempranamente, el retinoblastoma puede ser tratado eon exito, 
y muchos pacientes sobreviven teniendo descendencia. Asi' se 1 tego a la conclu- 
sión de que muchos casos de retinoblastoma son hereditarios. En estos casos, 
aproximadamente el 50% de los hijos de un progenitor afectado desarrollaran el 
retinoblastoma, lo que concuerda eon la transmisión Mendeliana de un unico gen 
dominantę que confiere susceptibiNdad al desarroilo del tumor (Fig, 15,33), 
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Figura 15.33 

Herencia del retinoblastoma. La sus* 
ceptibilidad de sufrir retinoblastoma se 
transmite a cerca del 50 % de la descen- 
denera, Los s im bo los morados y verdes 
rndican los tndividuos afectados y sanos, 
respectivamente. 
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Figura 15,34 

Mutaciones de Rbdurante el desarrollo del retinoblastoma. En el retinoblastoma he- 
reditario se hereda del progenitor afectado una copia defectuoaa del gen Rb (Rb). Una 
segunda mutación somatica, que inactiva la unica copia sana R& de la celula de la retina, 
provoca el desarrollo del retinoblastoma En los casos no hereditarios, se heredan des 
genes Rb' normales, y solo se desarrolła el retinoblastoma si dos mutaciones somaticas 
inactivan ambas copias de Rb en la misma celula. 
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Aunque la susceptibilidad de sufrir retinoblastoma se transmite como un ca- 
racter dominantę, la herencia de este gen no es suficiente para transformar una 
celula normaf de la retina en una celula tumoral. Todas las celulas de la retina 
del paciente heredaran et gen, pero solo una pequeha parte de estas celulas 
daran lugar al tu mor Asi, el desarrollo del tu mor requiere otros procesos ade- 
mas de la herencia de la susceptibilidad al tumor En 1971, Alfred Knudson 
propuso que para que se desarrolle el retinoblastoma se requieren dos mutacio- 
nes; ahora se sabe que estas corresponden a la perdida de las dos copias lun- 
cionaiesdet gen (el gen supresor de tumores Rh) presente en los cromosomas 
homólogos de una celula diploide normal (Fig. 15,34). En el retinoblastoma he¬ 
reditario, una copia defeGtuosa de Rb se transmite geneticamente. La perdida 
de esta unica copia de Rb no es suficiente por si misma para que se produzca el 
desarrollo del tumor, pero en estos individuos se suele desarrollar el retinoblas¬ 
toma debido a una segunda mutación somatica que produce la perdida del alelo 
Rb normal. Por el contrario, el retinoblastoma no hereditario es muy poco fre- 
cuente, ya que para que se desarrolle se requieren dos mutaciones somaticas 
independientes para inactivar ambas copias del Rb normaf de la misma celula. 

La función del gen f?5como un regulador negativo del desarrollo de tumores 
se dedujo inicialmente a partir de las observaciones de la morfologia de los 
cromosomas. En algunos retinoblastomas se encontraron deleciones visibles 
del cromosoma 13q14, lo que sugena que era la perdida del gen Rb (en vez de 
su activadón) lo que producia el desarrollo del tumor (Fig. 15.35). Posterior- 
mente, estudios de mapeo genetico indicaron que el desarrollo del tumor se 
debia a la perdida de los alelos Rb normales en las celulas tumorales, lo que 
estaba de acuerdo eon la función de Rb como un gen supresor de tumores. El 
clonaje de Rb en 1986 esfableeió de manera definitiva que en los retinoblasto- 
mas Rb se ha perdido o ha mutado. Los expenmentos de transferencla genica 
tambien demostraron que si se introducia un gen Rb normal en celulas de reti¬ 
noblastoma revertia su capacidad tumoral, to que era una evidencia directa de 
la actividad de Rb como supresor de tumores, 

Aunque Rb se identificó en un cancer infantil poco comun, tambien intervie- 
ne en algunos de los tumores mas comunes de los adultos. Concretamente, a 
partir de los estudios del gen clonado se ha estabiecido que Rb falta o es inactivo 
en muchos carcinomas de vejiga t mama y pulmón. Por lo tanto, la importancia del 
gen supresor de tumores Rb trasciende al retinoblastoma, ya que parece ser que 
contribuye al desarrollo de una parte importante de los canceres humanos mas 
comunes. Ademas, como se mencionó anteriormente en este Capitulo, la protei¬ 
na Rb es una diana importante de las p rotę i nas oncogenicas de varios virus tu- 
morales de ADN, incluyendo al SV40, al adenovirus, al papilomavirus humano, y 
herpesvirus asociados al sarcoma de Kaposi, que se unen a Rb e inhtben su 
actividad (Fig. 15.36), Por lo tanto, la transformación por estos virus se debe, al 
menos en parte, a la inactivación de Rb a nivel de protemas, en vez de a una 
mutación que cause la inactivación del gen Rb. 

La caracierización de Rb como un gen supresor de tumores sirvió como 
modelo para identificar otros genes supresores de tumores que contribuyen al 
desarrollo de muchos canceres humanos diferentes (Tabla 15.5). Algunos de 
estos genes se identificaron como las causas de canceres hereditarios poco 
freeuentes, desempeńando un papel similar al que desempeńa Rb en el retino- 
hlastoma hereditario. Otros genes supresores de tumores se han identifieado 
como genes que eon frecuencia f altan o estan mutados en canceres ad u Etos 
comunes no hereditarios, como es el caso del carcinoma de colon. En cualqurer 
caso t parece ser que la mayorfa de los genes supresores de tumores intervie- 
nen en el desarrollo de tipos de cancer hereditarios y no hereditarios. Asi, la 
mutación de algunos genes supresores de tumores parece ser la alteración mo- 
lecular mas comun responsable def desarrollo de un tumor humano. 

El siguiente gen supresor de tumores identifieado fue p53, que sueie encontrar- 
se inactivado en una gran variedad de canceres humanos, incluyendo leucemias, 



Figura 7 5.35 

Deleciones de Rb en el retinoblasto¬ 
ma. Muchos retinoblastomas tienen dele¬ 
ciones en el focus cromosómico (13q14) 
donde se localiza el gen Rb 



Infección 
eon SV40 



Proteina Rb 
rnactivada por 
ef antigeno T 

Transformación celular 


Figura 15 36 

Interacción de Rb eon protemas onco¬ 
genicas de virus tumorales de ADN. 

Las protein as oncogenicas de varios vi- 
rus tumorales de ADN (p. ej., eJ antigeno 
T de SV40) inducen la transformación 
medianie la unión y la inactivación de la 
proteina Rb 
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TABLA 15.5. Genes supresores de tumores 


Gen 


Tipo de cancer 


APC 
BRCA1 
BRCA2 
INK4 

NFt 

NF2 

p53 

PTC 

PTEN 

Rb 

Smad2 

Smad4 

TIIRłt 

VHL 

WT1 


Carcmoma de colon/recto 

Carcinomas de mama y ovario 

Gard norm a de mama 

Mefanoma, carcinoma de pulmón. tumores cerebraies, leucemias, 
linfomas 

Neurofibrosarcoma 

Meningioma 

Tumores cerebraies; carcinomas de mama, de colon/recto, de 
esófaga he patie o y d e pulmón: leueemias y linfomas 

Carcinoma de las cel u las basales 

Tumores cerebraies; melanoma; carcinomas de prostata, 
endometrio, rińón y pulmón 

Retinoblastoma; sarcomas; carcinomas de vejiga, mama y 
pulmón 

Carcinoma de colon/recto 

Carcinoma de cofon/recto, carcinoma pancreótico 

Carcinoma de colon/recto, carcinoma gastrico 

Carcinoma de las cel ul as renales 

Tumor de Wilms 


[infomas, sarcomas, tumores cerebraies. y ca rei- 
nomas de diversos tejidos, como los de mama, 
colon y pulmón. En total las mutaciones de p53 
intervienen en el 50% de los canceres, lo que 
hace de el la diana susceptible de alteraciones 
geneticas mas freeuente en los canceres huma- 
nos. Tambien hay que destacar que las mutacio¬ 
nes hereditarias de p53 son las responsables de 
la transmisión genetica de un sindrome cancero- 
so hereditario poco freeuente, en el que los indivi- 
duos afectados desarrotlan cuałquier tipo de 
cancer, Ademas, la proteina p53 (al igual que 
Rb) es una diana para las proteinas oneogenF 
cas del SV40, adenovirus, y papilomavirus hu- 
mano, y el herpesvirus asociado al sarcoma de 
Kaposi, 

Al igual que p53> los genes supresores de 
tumores INK4 y PTEN se eneuentran freeuen* 
temente mutados en canceres comunes. inclu- 
yendo el cancer de pulmón, de prostata y el 
melanoma. Otros genes supresores de tumo¬ 
res (incluyendo APC t Tfilt, Smad2 y Smad4) a 
menudo se eneuentran inactivados en los can¬ 
ceres de colon, Ademas de esfar implicados en casos no hereditarios de cancer 
comun en adultos, las mutaciones hereditarias del gen APC son responsables 
de una forma infreeuente hereditaria de cancer de colon, denominada poliposis 
adenomatosa familian Los individuos que padecen esta condición desarrollan 
cientos de adenomas benignos en el clon (pólipos), algunos de los cuales inavi- 
tablemente progresan hacia la malignidad. Las mutaciones heredadas de otros 
dos genes supresores de tumores, BRCA1 y BRCA2\ son responsables de los 
casos hereditarios de cancer de mama, que constituyen del 5 al 10% del total de 
la incidencia del cancer de mama, Algunos genes supresores de tumores adi- 
cionales se han implicado en el desarrollo de tumores cerebraies, canceres 
pancreaticos y carcinomas de celulas basales de la piel, ademas de en diversos 
sfndromes de cancer hereditarios infreeuentes, como el tumor de Wilms, 


Funciones de los productos de los genes supresores dc tumores 

A diferencia de fas proteinas oncogenicas y proto-oncogenicas, las proteinas 
codificadas por la mayorfa de los genes supresores de tumores inhiben la prolh 
feración o la supervivencia de la celula. Por lo tanto, la inactivación de los genes 
supresores de tumores conduce al desarrollo de! tumor eliminando proteinas de 
regulación negativa. En varios casos las proteinas supresoras de tumores inhi¬ 
ben las mismas vias reguladoras que se activan por los productos de los onco- 
genes. 

Un ejemplo interesanta del antagonismo entre los productos oncogenicos y 
los productos de los genes supresores de tumores es la proteina codificada por 
el gen supresor de tumores PTEN (Fig. 15.37), La proteina PTEN es una fosfa- 
tasa lipidica que desfosforila la posición 3 de los fosfatidilinositidos, como el 
fosfatidilinositol 3, 4, 5-bifosfato (PIP 3 ), Mediante la desfosforitación de PIP a , 
PTEN ejerce el efecto contrario al de la PI3-quina$a y Akt, que actuan como 
oncogenesal promoverla supervivencia celular. Por el contrario, la inactivación 
o perdida de la proteina supresora de tumores PTEN puede contribuir al desa¬ 
rrollo del tumor debido a que en tal caso aumentaran los niveles de PIP 4 , se 
activara Akt, y se inhibira la muerte celular programada. 

Las proteinas codificadas por los oncogenes y por los genes supresores 
de tumores tambien intervienen en la viade seńalización de Hedgehog (vease 
Fig. 13.45), El receptor Smoothened es un oncogen en los carcinomas de celu- 
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Cara [interna de la membrana plasmdtica 




Figura 15.37 

Supresión de la supervivencia celular por PTEN. 

La proteina supresora de tumores PTEN es u na fos- 
fatasa lipidica que desfosforila PIP,, en la posición 3 
del inositol, dando lugar a PIP e . Asi, PTEN contra- 
rresta la actividad de los oncogenes PI 3-quinasa y 
Akt que promueven la supervivencia celular. 


las basales, mientras que Patched (el regulador negativo de Smoothened) es 
un gen supresor de tumores. Ademas, las protemas Gli (los homólogos en ma- 
miferos del factor de transcripción Ci de Drosophiia , activado por Smoothened) 
fueron identificadas por pnmera vez como los productos de un oncogen ampli- 
ficado. 

Varios genes supresores de tumores codifican protemas reguladoras de la 
transcripción. Un ejempio de esto es el producto de WT1. gue se encuentra 
inactivo en los tumores de Wilms (un tumor de rińón infantil). La proteina WT1 
es un represor gue parece ser que suprime la transcripción de una serie de 
genes inducibles por factores de crecimiento. Se cree que una de las dianas de 
WT1 es el gen que codifica el factor de crecimiento II analogo a la insulina, que 
se sobreexpresa en los tumores de Wilms y puede que contribuya al desarrollo 
del tumor actuando como un factor de crecimiento autocrino. Por lo tanto. la 
inactivación de WT1 provocan'a la expresión alterada de un factor de crecimien¬ 
to, lo que a su vez causaria la proliferación de las celulas tumorales, Otros dos 
genes supresores de tumores, Smad2 y Smad4 , codifican factores de transcrip¬ 
ción que se activan por la senalización de TGF-/f y desencadenan la inhibición 
de la proliferación celular. Consistente eon la actividad de la via del TGF-/f en la 
inhibición de la proliferación celular, el receptor de TGF-/> tambien esta codifica- 
do por un gen supresor de tumores (TjiRlf). 

Los productos de los genes supresores de tumores Rb e INK4 regulan la 
progresión del ciclo celular en el mismo lugar en el que lo hace la ciclina Dl (Fig. 
15.38). Rb inhibe el paso atraves del punto de restricción en G, reprimiendo la 
transcripción de determinados genes relacionados eon la progresión del cioto 
celular y iasintesis de! ADN (vease Fig. 14.20). En las celulas normales el paso 
a traves de este punto de restricción se reguła por los complejos Cdk4/ciclina D, 
que fosforilan e inactivan a Rb. Por lo tanto, la inactivación de Rb en los tumores 
debido a su mutación supone la perdida de un regulador negativo de la progresión 
del ciclo celular. El gen supresor de tumores INK4 , gue codifica al inhibidor pi 6 de 
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Figura 15,38 

Inhibición de ta progresión det cicto 
ceiular por Rb y p16, Rb inhibe ta pro¬ 
gresión a traves del punto de restnceion 
en Los complejos Cdk4,6/ciclma O 
promueven et paso a traves del punto de 
restricción mediante la fosforilación e 
inactivación de Rb, p16 inhibe la actividad 
de Cdk4 s 6/ciclina D, 


DNA lesionado 





Detención del Apoptosis 

ciclo ceiular 

Figura 15.39 

Aceión de p53- La p53 satvaje {wifd- 
type) se requiere para que et ciclo ceiular 
se detenga y para la apoptosis inducida 
por lesión del ADN, 



-(“) 
Rb inactiva 


Ciclo ceiular blogueado 


Et ciclo celutar prosigue 


Gdk, tambien reguła et paso a traves del punto de restricción. Como ya se trato en 
el Capitulo 14, pi6 inhibe la actividad de Gdk4,6/ciclina 0 Por lo tanto, ja inactiva- 
ción de INK4X\ene como consecuencia el aumento de fa actividad de los complejos 
Cdk4/ciciina D, lo que da lugar a una fosforilación incontrolada de Rb, 

El producto del gen p53 reguła la progresión del ciclo ceiular y la apoptosis 
(Fig. 15.39), La lesión del ADN induce rapidamente a p53 que activa la trans- 
cripción del inhibidor p21 de Cdk (vease Fig, 14,21). El inhibidor p21 bloquea la 
progresión del ciclo ceiular actuando como un inhibidor generał de los comple¬ 
jos Cdk/ciclina e inhibiendo la repllcación del ADN mediante su unión al PCNA 
(antigeno nuclear de proliferación ceiular). La consecuencia de que el ciclo ce- 
lular se detenga es que asf se proporciona tiempo suficiente paro que se repare 
el ADN lesionado antes de su repllcación. La ausencia de p53 impide que se 
detenga el ciclo ceiular, lo que conduce a que la tasa de mutación aumente y a 
la inestabilidad del genoma de la celula, Esta inestabilidad genetica es una ca- 
ractenstica comun de las celulas cancerosas, y puede contribuir a que se pro- 
duzcan posteriores alteraciones de los oncogenes y de los genes supresores de 
tumores durante la progresión del tumor. A pesar de que su función todavia no 
se conoce por completo, los productos de los genes BRCA1 y BRCA2 , que son 
responsabies de algunos canceres hereditarios de mama y ovario, tambien pa- 
recen ester implicados en los puntos de contro! de la progresión del ciclo ceiular. 

Ademas de defener el ciclo ceiular, p53 se requiere para la apoptosis induci¬ 
da por lesión del ADN. Los efectos de p53 sobre la apoptosis estan mediados 
por la activación de la transcripción de un rmembro de fa familia Bcl-2 (PUMA) 
que induce la muerte ceiular. El ADN dańado y no reparado suefe inducir la 
apoptosis de las celulas de marmfero, lo cual es una respuesta beneficiosa para 
el organismo puesto que asi se eliminan las celulas que porten mutaciones per- 
judiciales (p,e. celulas que puedan convertirse en celulas cancerosas). Las ce¬ 
lulas que carecen de p53 son incapaces de suf rir la apoptosis en respuesta a los 
agentes que danan el ADN, incluyendo la radiación y muchas de las drogas utili- 
zadas como quimioterapia contra e! cancer, Esta incapacidad de suf rir la apopto¬ 
sis en respuesta a las lesiones en el ADN es una de las causas de la resistencia 
que ofrecen los tumores a la quimioterapia. Ademas, la ausencia de p53 parece 
que interfiere eon la apoptosis inducida por otros estimulos, como son la privación 
de factores de crecimiento y de oxigeno. Se considera que estos efectos de la 
inactivación de p53 dan cuenta de la elevada tasa de mutaciones en p53 en los 
tumores humanos. 
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Papci de los oncogenes y de los genes supresores de tumores 
en el desarrollo del tumor 

Como ya se trato anteriormente, el desarrollo del cancer es un proceso multieta- 
pa en el que las celulas sanas progresan de manera gradua! hasta corwertirse 
en celulas cancerosas. La secuencia completa de los procesos que se requie- 
ren para el desarrollo de cualquier cancer humano todavia no se conoce, pero 
esta claro que tanto la activación de los oncogenes como la inactivación de los 
genes supresores de tumores son pasos criticos en la tniciación y progresión 
del tumor. A la larga, el dano aeumulado en varios genes es el responsable del 
aumento de la capacidad de proliferar, de invadir otros tejidos y de generar 
metastasis, caracteristico de las celulas cancerosas. 

Donde mejor se comprende el papel que desempeńan las multiples altera- 
ciones geneticas es en el easo de los carcinomas de colon, que han sido estu- 
diados intensamente por Bert Vogelstein y col. En estos tumores se suele pro^ 
ducrr la mutación de los oncogenes rasK y la inactivación o deleción de tres 
genes supresores de tumores diferentes — APC , MADR2 , y p53 . Puesto que 
mediante extirpación quirurgica se pueden obtener muestras representativas 
de los diferentes estadios del desarrollo del cancer de colon, ha sido posible 
relaclonar las alteraciones geneticas eon las etapas diferenciadas de la progre¬ 
sión del tumor (Fig. 15.40). 

Estos estudios indican que un suceso temprano en el desarrollo del tumor es 
la inactivación de APC (un componente de la via de sehalización del Wnt; vease 
Fig. 13.46). La transmisión hereditana de genes APC mutados en pacientes eon 
poiiposis adenomatosa familiar tiene como consecuencia una proliferación 
anormal de las celulas del colon, lo que conduce al desarrollo de multiples ade- 
nomas en el colon de los pacientes afectados. Las mutaciones en APC tambien 
se eneuentran eon frecuencia en pacientes eon carcinomas de colon no heredi- 
tarios y se detectan en etapas tempranas del desarrollo de la enfermedad, En 
algunos casos, la activacion de la senalización a traves de Wnt resulta de las 
mutaciones presentes en el gen que codifica la /f-catenina (que se eneuentra 
por debajo de APC en la via de sehalización de Wnt), en lugar de mutaciones 
en APC. 

Las mutaciones de los genes rasK son las siguientes en aparecer, y los 
oncogenes rasK estan presentes eon frecuencia en los adenomas de colon. 
Algunos tumores de colon poseen mutaciones que dan lugar a la activaeión de 
un miembro de la familia de oncogenes raf(B-raf), en lugar de mutaciones de 
rasK, Puesto que Raf esta inmediatamente debajo de Ras, la activación de uno 
de los oncogenes rasK o B-raf. desencadena la estimulación de la senalización 
mediada por ERK en las celulas tumorales, 

Practicamente todos los canceres de colon poseen mutaciones que afectan 
a fa via de senalización deTGF-/i, que inhibe la proliferación celular induciendo 
la sintesis de pi 5, un miembro de la familia Ink4 de inhibidores de Cdk. Las 
mutaciones que afectan a la sehalización de TGF-/J tambien parecen tener lu- 
gar relativamente temprano en el desarrollo de los canceres de colon, y se en¬ 
euentran eon frecuencia en los adenomas. En algunos tumores, las mutaciones 
inactlvan al gen supresor de tumores TjlRtt que codifica al receptor de TGF-/L 
En otros casos, las mutaciones inactivan a los genes supresores de tumores 
que codifican los faetores de transcripción 3mad2 o Smad4, que son las dianas 
de ia sehalización de TGF-/J. Finalmente, e! gen supresor de tumores p53 es 
inactivado, generalmente en un estadio mas avanzado del desarrollo del tumor. 

La acumulación de dahos en multiples oncogenes y genes supresores de 
tumores que afectan a distintas vias que regulan la proliferación y supervivencia 
celular parece ser la responsable del desarrollo en multiples etapas del cancer 
de colon. La acumulación de danos tanto a oncogenes como a genes supreso¬ 
res de tumores parece ser, del mismo modo, responsable del desarrollo de 
otros tipos de cancer, incluidos los carcinomas de mama y de pulmóm La perdi- 


Cólulas normales 



I rasK, B --raf 
I TfiRll, SmaĆ2, Smad4 



Figura 15.40 

Alteraciones geneticas en los carctno- 
mas de colon. La inactivación de APC 
(un componente de la via de sehalización 
del Wnt) ocurre en una fasę temprana def 
desarrollo del tumor, dando lugar a una 
población celular proliferativa. En ciertos 
casos en lugar de esto se producen muta¬ 
ciones en ef gen que codifica la /f-catenina 
(que se eneuentra por debajo de APC en 
la via de sehalizaciónde Wnt). Entoncesel 
desarrollo de adenomas esta relacionado 
eon mutaciones en los genes ras o raf 
(que estimula la sehalización mediada por 
ERK) y eon gene que codifican los compo 
nentes de la via T GF-ji (el receptor de 
TGF-/L Smad2 o Smad4). Mutaciones 
poster iores de MADR2 y de p53 se a so¬ 
da n a estadios mas avanzados de la pro¬ 
gresión tumoral. 
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Fasę del cancer de colon 


Figura 15.41 

Tasas de supervrvertda de pacientes 
eon carcinoma de colon. Se muestran 
las tasas de supervivencia d u ranie cinco 
anos de pacientes a los que se les diag- 
nosticó adenomas {pólipos), carcinomas 
localizados en su lugar de origen. carci¬ 
nomas que se habian propagado a teji- 
dos adyacentes y nódulos linfaticos, y 
carcinoma metastasico. 


da progresiva del control del crecimiento que es caracteristico de las celufas 
cancerosas se cree que es pues, el resuftado finał de las anomalias en los 
productos de muttiples genes que en condiciones normales regulan la prolifera- 
ción, diferenciación y supervivencia celular. 


Aplicaciones de la biologfa molecular para 
la prevención y tratamiento del cancer 

Se ha aprendido mucho acerca de tos defectos moleculares responsables del 
desarrollo de muchos canceres humanos. Sin embargo, el cancer es algo mas 
que un tema de interes cientifico. Es una enfermedad terrible que causa la 
muerte de cerca de uno de cada cuatro americanos. Por lo tanio, aplicar nuestro 
conocimiento del cancer para mejorar la prevención y e! tratamiento del mismo 
representa un rato fundamenta! en la investigación actual y futura, Afortunada- 
mente, los avances en la caracierización de la biologia molecular del cancer 
comienzan a contribuir al desarrollo de nuevos abordajes en su prevención y 
tratamiento, lo que en ultimo termino permitira hacer frente a la enfermedad de 
una manera mas adecuada. 

Prevención y detección precoz 

La manera mas efectiva de hacer frente al cancer seria evitar el desarrollo de la 
enfermedad. La segunda mejor manera, pero tambien efectiva ; seria detectar de 
manera fiable el tumor antes de que alcanzara la etapa de caracter maligno, de 
tal manera que pudlera ser tratado. Muchos canceres se pueden curar medianie 
tratamientos locales, como la cirugia o la irradiación, siempre y cuando se detec- 
ten antes de que se propaguen por metastasis por todo el cuerpo, Por ejemplo, 
las etapas premalignas del cancer de colon (adenomas) se suelen curar por com- 
pleto medianie procedimientos guirurgicos menores (Fig. 15,41), La tasa de cura- 
ción de los carcinomas tempranos que todavi'a permanecen en su lugar de origen 
tambien es elevada, cerca del 90 %. Sin embargo, la tasa de supervivencia dismi- 
nuye a cerca del 50% para aquellos pacientes cuyo cancer se ha difundido a los 
tejidos adyacentes y a los nódulos linfaticos, y es menordel 10% para aquellos 
pacientes eon cancer de colon metastasico. Por lo tanto, la detección precoz del 
cancer es un factor determinantę en las consecuencias de !a enfermedad. 

La prlncipal aplicación de la biologia molecular a la prevención y a la detección 
precoz consiste en identificar a aquellos individuos que lienen una tendencia here- 
ditaria a desarrollar el cancer. Esta tendencia hereditaria se debe a mulaciones en 
los genes supresores de tu mores, en al menos algun oncogen (ret), asi como en 
los genes de reparación del ADN T como por ejemplo en los genes reparadores de 
bases desapareadas; esta ultima mutación es la responsable del cancer de colon 
no pofipoide hereditaho (vease medicina molecular en el Cap. 5). Las mutadones 
en estos genes se pueden detectar medianie una prueba genetica. lo que permite 
identificar a los individuos de alto riesgo antes de que la enfermedad se desarrolle, 

Ademas de contribuir a la tomade decisionesen el ambitode la planificación 
familiar, el seguimiento riguroso de aquellos individuos de alto riesgo permitira 
la detección precoz y un tratamiento mas efectivo de algunos tipos de cancer. 
Por ejemplo, los adenomas de colon se pueden detectar por colonoscopia y se 
pueden extirpar antes de que se conviertan en tumores malignos. Los pacientes 
eon poliposis adenomatosa familiar (debido a mutaciones hereditarias en el gen 
supresor de tumores APC) suelen desarrollar cientos de adenomas en sus prF 
meros 20 ahos de vida, por lo que el colon de estos pacientes se suele extirpar 
antes de que alguno de estos pólipos progrese hasta un estado de tumor malig¬ 
no, Sin embargo, los pacientes eon cancer de colon no polipoide hereditaho 
desarrollan un menor numero de pólipos en momentos posteriores de la vida P 
por lo que se pueden beneficiar de la colonoscopia rutinaria y de determinadas 
drogas, como por ejemplo las drogas antiinflamatonas no esteroideas 
(NSAlDs), que inhiben e! desarrollo del cancer de colon. 








Capftulo 15 • Car*cer * 665 


La herencia de canceres debidos a alteraciones en genes conocidos es un 
hecho poco frecuente, constrtuyendo cerca del 5 % de la ineidencia total del cancer. 
El tipo de cancer eon una tendencia hereditaria mas comun es el cancer de colon 
no polipoide hereditario, que contabiliza cerca del 15 % de los canceres de colon y 
del 1 al 2% de todos los canceres en los Estados Unidos. Las mutaciones en los 
genes supresores de tumores BRCA1 y BRCA2 tambien son bastante eomunes, y 
contabilizan del 5 al 10% de todos los canceres de mama. Sin embargo, algunos 
genes que favorecen la tendencia a contraer el cancer, que aun no han sido identifi- 
cados, pueden inerementar el numero de tumores malignos eomunes de adultos, 
como los canceres de mama, de colon y de pulmón. Por lo tanto, la caracterizaclón 
de aquelfos genes que favorecen la tendencia a tener cancer es una empresa 
importante eon unas implicaciones practicas evidentes. A los individuos eon estos 
genes se les aconsejana que evitaran su exposición a carcinógenos importantes 
(p. ej,, el humo def tabaco en el caso del cancer de pulmón) y se les realizaria un 
seguimiento riguroso para detectar los tumores en etapas tempranas, de tal manera 
que pudieran ser tratados mas facilmente. La Identiflcación fehaciente de los indivi- 
duos susceptibles, seguida de unas medidas de detecdón y preventivas adecuadas, 
podrian en ultimo termino disminuir de manera importante la mortalidad por cancer. 

Diagnóstico molecttlar 

El analisis molecular de los oncogenes y de los genes supresores de tumores 
implicados en determinados tipos de tumores puede proporcionar información 
util para el diagnóstico del cancer y para el seguimiento de los efectos del trata¬ 
mi ento. Asi, ya se estan po mendo en practica varias aplicaciones de este tipo 
de diagnóstico molecular. En algunos casos, las mutaciones de los oncogenes 
han proporcionado marcadores moleculares utiles para seguir el curso de la 
enfermedaddurante su tratamiento, Un buen ejemplo es la translocación de abl 
en !a leucemia mielogenica crónica. Comoya se trato anteriormente, esta trans¬ 
locación provoca la fusión de abl eon el gen ber , lo que produce la expresion de 
la proteina oncogenica Bcr/Abl (vease Fig. 15.25), A traves del metodo de la 
reacción en cadena de la polimerasa (vease Fig, 3.27) se puede detectar el 
oncogen bcr/abl recombinante en las celulas leucemicas, por lo que se utiłiza 
para monitorizar la respuesta de los pacientes al tratamiento. 

En otros casos, la detección de mutaciones en determinados oncogenes o 
en genes supresores de tumores proporciona información acerca de que opcio- 
nes terapeuticas elegir. Por ejemplo, el que se hayan amplificado N-myc en los 
neuroblastomas y erPB-2 en los carcinomas de mama y de ovario permite pre- 
decir una progresión rapida de la enfermedad. Por lo tanto, los pacientes eon 
estos oncogenes amplificados debenan recibir un tratamiento mas agresivo. 

Ademas del analisis de genes individuales, puede obtenerse información 
diagnóstica importante a partir det analisis global de la expresión genica en los 
canceres. El uso de mtcroarrays de ADN permite analizar simultaneamente la 
expresión de decenas de miles de genes (ver Figura 3.27), de modo que es posi- 
ble desarrolfar una clasificación molecular de los canceres mediante la compara- 
ción de los perliłeś de expresión genica de los diferentes tumores. Estudios de 
este tipo sugieren que los analisis de perliłeś de expresión genica pueden distin- 
guir entre tumores que de otro modo resultan similares, y proporciona informa¬ 
ción que predtce el resultado clinico y la respuesta al tratamiento. Por ejemplo, el 
analisis de la expresión genica se ha utilizado para diferenciar dos tipos de linfo- 
mas grandes y difusos de celulas B, que difieren significativamente en su res¬ 
puesta a las terapias actuales. Aproximadamente el 40% de los pacientes eon 
finfomas grandes y difusos de celulas B responden bien al tratamiento, mientras 
que el resto poseen un mai pronóstico. El analisis de la expresión genica demos- 
tró que una serie de linfomas grandes y difusos de celutas B podia dMdirse en 
dos grupos diferentes, eon perfiies de expresión que se asemejan a diferentes 
etapas de! desarrollo norma! de las celulas B (Figura 15,42) Cunosamente, los 
pacientes eon linfomas caracterizados por perfiies de expresión genica que se 


GC-semejantes Act B-semejantes 



Figura 15.42 

Perfil de la expresión genica de linfo¬ 
mas grandes y difusos de celulas B, 

Una serie de linfomas grandes y difusos 
de celulas B fueron divididos en 2 subti- 
pos, denominados semejantes a cślulas B 
de los centros germinales (GC-semejan- 
tes, naranja) y semejantes a celulas B ac- 
tivadas (Act B-semejantes, azul), basan- 
dose en los perfiies de expresión genica. 
Las sondas fluorescentes de Jos linfomas 
individuales fueron hibridadas eon una se¬ 
rie de clones de ADNc sobre el microa- 
rray. Cada fila representa un don aislado 
de ADNc y cada columna representa una 
sonda fluorescente preparada a partir de 
una muestra aislada de ARNm de iinfoma. 
Los resultados ilustran fa hibridación de 
sondas fluorescentes de Iinfoma relativas 
a una sonda referenda, donde la fluores- 
cencia roją corresponde a una hibridación 
mas intensa por parte de la sonda de linfo- 
ma, Los linfomas semejantes a celulas B 
de los centros germinales corresponden a 
un estadio mas temprano del desarrollo 
de las celulas B. (De A. Alizadeh et aL, 
2000 Naturę 403: 503.) 
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asemejan a un estadio temprano del desarrollo de las celulas B ten ran una tasa 
de supervivencia marcadamente superior, demostrando el valor pronóstico de 
clasificar estos linfomas segun sus patrones de expresión genica. Aplicaciones 
similares del analisis de la expresión genica en otros tipos de cancer, incluyendo 
fos carcinomas de mama, pulmón y prostata, empiezan a generar información 
valiosa eon respecto a los subtipos de tumores y su comportamiento clinico. 


Tm tnmi en to 

Sin embargo, la cuestión fundamental es saber si el descubrimiento de los on- 
cogenes y de los genes supresores de tumores dara lugar al desarrollo de nue- 
vos medicamentos que actuen selectivamenfe contra las celulas cancerosas. 
La mayoria de los medicamentos que se utilizan actualmente en el tratamiento 
del cancer, bien dahan el ADN, o bien inhiben la repficacion del ADN. Por lo 
tanto, estos medicamentos no solo son tóxicos para las celulas cancerosas, 
sino tambien para las celulas sanas, especialmente para aquellas celulas sanas 
que experimentan una división celular rśpida (p. ej., celulas hematopoyeticas, 
celulas epiteliales del tracto gastrointestinal, y celulas del folicufo piloso). La 
acción de los medicamentos anticancerosos contra estas pobJaciones de celu¬ 
las sanas es la responsable de la mayor parte de la toxrcidad asociada a estos 
medicamentos, y limita su efectividad en el tratamiento del cancer, 

Un nuevo abordaje prometedor a la terapia de! cancer es la utilización de 
drogas que inhiben el crecimiento del tumor Enterfiriendo eon la angiogenesis (la 
formación de los vasos sanguineos), en vez de actuar directamente contra las 
celulas cancerosas. Como ya se men ci on 6 anteriormente en este Cap., se nece- 
sita que se form en nuevos vasos sangumeos para suministrar el oxigeno y fos 
nutrientes que se requieren para el crecimiento def tumor. Por lo tanto, para el 
desarrollo del tumor es fundamental promover la angiogenesis, y las celulas tu- 
morales secretan determinados factores de crecimiento que estimulan la prolife- 
ración de las celulas endoteliaJes de fos capilares, lo que origina el crecimiento de 
nuevos capilares en el tumor. La importancia de la angiogenesis la reconoció por 
primera vez Judah Folkman en 1971, y las investigaciones llevadas a cabo por 
Folkman y cof, han conducido al desarrollo de nuevos medicamentos (endostati- 
na y angiostatina) que Inhiben la angiogenesis bloqueando la proliferación de las 
celulas endoteliaJes. Puesto que estos medicamentos actuan de manera espe- 
ctfica inhibiendo la formación de nuevos vasos sangumeos, son mucho menos 
tóxicos para las celulas sanas que los agentes anticancerosos estandar. Los 
inhibidores de la angiogenesis han dado resultados muy prometedores en prue- 
bas llevadas a cabo eon animales, y aetualmente estan siendo sometrdos a 
ensayos clfnicos para evaluar su efectividad contra los canceres humanos. 

Una estrategia alternativa para conseguir un tratamiento mas selectivo del can¬ 
cer consiste en desarrollar drogas dirigidas especificamente contra los oncogenes 
que producen el crecimiento del tumor. Desgradadamente, desde el punto de vista 
del tratamiento del cancer, los oncogenes no son exclusivos de las celulas lumora- 
les. Puesto que los proto-oncogenes desempehan un papef importante en las celu¬ 
las sanas, es probable que los inhibidores generales de la función o de la expresión 
de los oncogenes actuen contra las celulas sanas asi como contra las celulas tu- 
morales. Por lo tanio, la utilidad de los oncogenes como dianas de las drogas anti- 
cancerosas no resulta evidente, pero algunos avances prometedores indican que 
puede ser posible desarrollar terapias selectivas basadas en los oncogenes. 

El primer regimen terapeutlco dirigido contra un oncogen especifico se utiliza 
para tratar la leucemia promfelocitica aguda. Esta leucemia se caracteriza por 
una translocación cromosómica en la que el gen que codifica el receptor del acido 
retinoico (RAFh) se une a otro gen (PML) para dar lugar al oncogen PMURARi , 
Se considera que la función de la proteina PML/RARa es, al menos en parte, 
bloguear la diferenciación celular. Sin embargo, estas celulas leucemicas se dife- 
rencian en respuesta al tratamiento eon dosis altas de ścido retinoico, que parece 
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Medicina molecular 

STI-571: Tratamiento del cancer dirigido contra 
el oncogen bcr/abl 


La enfermedad 

La leucemia mieloide crónica (LMC) 
constituye aproximadamente el 20% 
de las leucemias en adultos. En el 
ano 2003, se estima que se 
diagnosticaran unos 4.300 casos de 
LMC en Estados Unidos, y que 
habra unas 1,700 muertes 
causadas por esta enfermedad. 

La LMC se origina a partir de una 
celula mądre pluripotencial en la 
medula ósea. Es una enfermedad 
de desarrollo lento, que se divtde 
clinicamente en dos etapas: la fasę 
crónica y la crisis blastica. La fasę 
crónica de la LMC puede persistir 
durante anos y se asocia eon una 
sintomatologia minima* Finalmente, 
sin embargo, los pacientes 
progresan hacia un e stado ag udo de 
la enfermedad que pone en peligro 
su vida, conocido como crisis 
blastica. La crisis blastica se 
caracteriza por la acumuiación de 
grandes numeros de celulas 
Seucemicas que proliferan 
rapidamente, denominadas blastos. 
Los pacientes que sufren la crisis 
blastica se tratan eon drogas 
quimioterapeutieas estandar, que 
pueden inducir una remisión a la 
fasę crónica de la enfermedad. La 
quimioterapia tambien puede 
utilizarse durante la fasę crónica de 
la LMC t pero generał mente no 
consigue eliminar las celulas 
leucemicas. La LMC tambien puede 
tratarse mediante un traspłante de 
celulas mądre de la medula ó$ea T lo 
que puede resultar curativo en 
aproximadamente la mitad de los 
pacientes en la fasę crónica de la 
enfermedad. 

Base molecular y celular 

La activación del oncogen ab! por la 
translocación desde su loeus norma! 
en el cromosoma 9 al cromosoma 
22, es un suceso altamente 
reproducible en la LMC, ocurriendo 
en el 95% de estas leucemias. Esta 
translocación resulta en la 
formación de una fusión entre el gen 
abl y el gen ber del cromosoma 22, 
dando lugar al oncogen bcr/abl. El 
oncogen expresa una proteina de 
fusión Bcr/Abl en ta que la 


secuencia de aminoacidos Ber 
sustituye al primer exón de Abl (ver 
Figura 15.25). La proteina Ber/Ab! 
es una protefna-tirosina quinasa 
constitutivamente actiua, que 
desencadena una leucemia 
mediante la activación de una serie 
de vfas de serialización. 

Puesto que la activación del 
oncogen bcr/ables un evento tan 
reproducible en el desarrollo de la 
LMC, parecia ser un buen candidato 
contra el que desarrollar un inhibidor 
se!ectivo de tirosina-guinasas que 
podria se de utilidad clfnica. Estos 
estudios dieron lugar al desarrollo 
del STI-571 o Gleevec como la 
primera droga terapeutica diseńada 
eon exito como inhibidor selectivo 
de una proteina oncogeniea. 

Prevención y tratamiento 

El desarrollo del STI-571 empezó 
eon la identificación de la 
2-feniio-aminopirimidina como un 
inhibidor inespecifico de proteinas 
quinasas. A continuación, fueron 
sintetizados una serie de 
compuestos relacionados, y fueron 
optimizados en base a su actividad 
frente a distintas dianas, inciuyendo 
la tirosina qutnasa Abl. Entre 
muchos compuestos analizados en 



Estructura cristalfna del domin to paraHtico 
de Abl formando un oomplejo eon un deka¬ 
do del STI-571. (De T. Schindler, W. Born- 
mann, P Peliicena, W. T. Milian B Clarkson 
y J. Kuriyan. 2000. Science 289: 1938.) 


estas investigaciones, se encontró 
que ef STI-571 era un inhibidor 
potente y especifico de Abl, y de 
ot ras dos protema-tirosina quinasa$, 
el receptor del factor de crecimiento 
plaquetario y c-Kit. Estudios 
sucesivos T demostraron que el 
STI-571 inhibfa especfficamente la 
proiiferación de cótulas 
transformadas por oncogenes 
bcr/abl, inciuyendo celulas de 
pacientes eon LMC, en cultivo, 
Ademas, el STI-571 impedia la 
formación de tumores por parte de 
celulas transformadas eon bcr/ab / en 
ratones. Por el contrario, las celulas 
norm aleś o celulas transformadas 
eon otros oncogenes, no eran 
afectadas por el STI-571, 
demostrando su especificidad frente 
a la tirosina quinasa Ber/Abl. 

Basandose en estos resultados, 
se inició la fasę I del ensayo clmico 
de STI-571 en Junio de 1998. Los 
resultados fueron 
so rp ren de nłe m e n te positivos. De 
los 54 pacientes en fasę crónica 
tratados eon STF571, 53 
respondieron a la droga. Es mas. la 
respuesta al STI-571 se observó en 
mas de la mitad de los pacientes en 
crisis blastica tratados. El exito de 
estos estudios iniciales incitó una 
fasę II expandida que incluia a mas 
de 1.000 pacientes. Estos estudios 
confirmaron los resultados 
prometedores de la fasę I, donde el 
95% de los pacientes en fasę 
crónica y aproximadamente el 50% 
de los pacientes en crisis blastica, 
respondieron al STI-571. Ademas, 
al contrario que las drogas 
guimioterapeuticas convencionales, 
el STI-571 poseia efectos 
sec u n dar los mmimos. Estos estudios 
clinicos claramente demostraron que 
el STI-571 es una terapia altamente 
eficaz para la LMC, y dio Jugar a una 
aprobación acelerada del STI-571 
por parte de la FDA en Mayo del 
2001—u n hito en la traducción de la 
ciencia basica en practica clinica. 
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que sapera el efecto inhibidor de la proteina oncogenica PMURAR 7 . Este trata- 
miento eon el acido retinoico provoca la remisión de la leucemia en la mayoba de 
los pacientes, aunque esta respuesta favorable es temporal, y los pacientes vuel- 
ven a recaer. Sin embargo, el tratamiento combinado eon acido retinoico y eon 
agentes guimioterapeuticos estandar reduce de manera significativa la incidencia 
de Ja recaida, por lo que la utilización del acido retinoico resulta benefidosa en el 
tratamiento de la leucemia promielocitica aguda. La actividad terapeutica del aei- 
do retinoico se detectó antes de que fuera identificado el oncogen PMURARy, 
por lo que su efectividad contra las celulas leucemicas que expresan esta protei¬ 
na oncogenica se deseubrió por casualidad, en vez de mediante un diseno racio- 
nal del medicamento. De todas maneras, la utilización del acido retinoico en el 
tratamiento de la leucemia promielocitica aguda proporciona el primer ejemplo de 
un medieamento clmicamente util dirigido contra una proteina oncogenica. 

La herceptina, un antieuerpo monoclonal frente a la proteina oncogenica 
ErbB-2, fue la primera droga desarrollada frente a un oncogen especifico que 
consiguió la aprobación de la FDA para su uso clfnico en el tratamiento del can- 
cer. La proteina ErbB-2 se sobreexpresa en aproximadamente el 30% de los 
canceres de mama como resultado de la amplificación del gen erbB-2. En primer 
iugar se encontró que un antieuerpo frente al dominio extracelular de ErbB-2 (un 
receptor proteina-tirosina quinasa) inhibia la proliferación de celulas tumorales en 
las que se sobreexpresaba ErbB-2, Estos resultados llevaron al desarrollo y en- 
sayo ciinico de la Herceptina, que se encontró que reducia signiflcativamente el 
crecimiento tumoral y prolongaba la supervivenda del paciente, en ensayos cli- 
nicos que indu tan a mas de 600 mujeres eon cancer de mama metaslatico en el 
que se sobreexpresaba la proteina ErbB-2. Basandose en estos resultados, la 
Herceptina fue aprobada por la FDA en 1998 para el tratamiento del cancer de 
mama metastatico que expresa$e niveles elevados de ErbB-2. 

Un area mas ampiiamente aplicable para el desarrollo de farmacos es la iden- 
tificación de moleculas pequeńas inbibidoras de proteinas oncogenicas, incluyen- 
do las proteinas quinasas que juegan papeles clave en la serializadón de la proli¬ 
feración y supervivencia de las celulas cancerosas. Un avance reciente en este 
area ha sido el desarrollo de un tnhibldor selectivo para la proteina-tirosina quina- 
sa Bcr/AbL que se genera por la translocación del cromosoma Filadelfia en la 
leucemia mieloide crónica (vease Fig. 16,25). Brian Druker y sus colaboradores, 
desarrollaron un inhibidor potente y especifico de la proteina quinasa Bcr/Abl y 
demostraron que este compuesto (denominado STI-571 o Gleevec) b!oquea efi- 
cazmente la proliferación de las celulas de leucemia mieloide crónica. Basandose 
en estos resultados, se inició un ensayo dinico del STI-571 en junio de 1998. Las 
respuestas a STI-571 fueron notables, y el compuesto poseia efectos secunda- 
rios mmlmos, El notable exito del STI-571 en estos ensayos clinicos sirvió como 
base para su rapida aprobación por la FDA en Mayo del 2001, para su uso en el 
tratamiento de la leucemia mieloide crónica. A pesar de que algunos pacientes 
desarrollan una resistencia frente a este farmaco, el STI-571 es indudablemente 
una terapia muy eficaz para esta leucemia. Como primer farmaco de diseno, de- 
sarrollado como un inhibidor especifico de un oncogen, su deseubrimiento es 
un bito en la aplicación de la investigación basica al tratamiento del cancer. 

El ejemplo del STi-571 claramente sugiere que la explotación continuada de 
los oncogenes y los genes supresores de tumores como dianas para el desarrollo 
de drogas. posee el potencial de conducir a una nueva generación de drogas 
que actuen selectivamente contra las celulas cancerosas. El desarrollo de far¬ 
macos dirigidos contra las proteinas Ras es un area de exp!oración actlva, acor- 
de eon el predominio de los oncogenes ras en los tumores humanos. Las protei¬ 
nas Ras estan dirigidas a la membrana plasmatica mediante la adtción de un 
farnesi! isoprenoide en su extremo carboxilo terminal (vease Fig, 7.32). Puesto 
que se trata de un tipo rela1rvamente infreeuente de modificación proteica, se 
han investigado los inhibidores de la farnesilación como drogas ferapeuticas, y 
se esta evaluando su potencial utilidad clrnica en el tratamiento del cancer hu- 
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mano, Una amplia variedad de inhibidores de proteinas quinasas, incluyendo 
inhibidores dei receptor de EGF, Raf, MEK y Akt, ademas de inhibidores de la 
Pl3-quinasa, tambien se estan desarrollando como potenciales farmacos anti- 
cancerosos. Ademas de los inhibidores de PI3-quinasa y Akt, se estan estu- 
diando otros farmacos que podnan incrementar la sensibilidad de las celulas 
cancerosas a la apoptosis, inciuyendo los que se unen a p53 y pueden restaurar 
la actividad de proteinas de p53 mutadas. A pesar de que e! impacto finał de la 
biologia molecular sobre el tratamiento del cancer esta aun por ver, esta claro 
que el diseno racionaJ de farmacos dirigidos frente a oncogenes especfficos y 
proteinas supresoras de tumores desempeńara un papel importante. 


RESUMEN 

DESARROLLO Y CAUSAS DEL CANCER 

Tipos de cancer : El cancer se debe a la proliferación incontrolada de cual- 
quier tipo de celula. La distinción mas importante, para el paciente, es entre 
tumores benignos, que permanecen en el iugar de origen, y tumores malignos, 
que pueden invadir el tejido circundante sano y diseminarse por ei organismo. 
DesarroHo dei cancer: Los tumores se desarrollan a partir de una unica 
celula alterada que comienza a proliferar de manera anormal. Mutacionesa- 
dicionales daran Iugar a la selección de aquellas celulas eon una mayor ca- 
pacidad de proliferación, supervivencia, invasión y metastasis. 

Causas dei cancer: La radiación y muehos otros carcinógenos qufmicos 
actuan dahando el ADN e induciendo mutaclones. Otros carcinógenos qui- 
micos contribuyen al desarrollo del cancer estimulando la proliferación celu- 
lar. Los virus tambien causan cancer en humanos y en otras especies. 
Propiedades de ias celulas cancerosas: La proliferación incontrolada de 
las celulas cancerosas se refleja en que tienen pocą necesidad de factores 
de creeimiento extracelulares, y en la ausencla de la inhibición por contacto 
celula-celula. Muchas celulas cancerosas tambien se diferencian de manera 
defectuosa, lo que esta de aeuerdo eon su proliferación continua in vivo , La 
incapacidad caracteristica de las celulas cancerosas de sufrir apoptosis tam¬ 
bien contribuye de una manera importante a! desarrollo del tumor. 
Transformación de las celulas en cultivo ; El desarrollo de ensayos de 
transformación celular in vitro , ha permitido estudiar la conversión de celulas 
sanas en celulas tumorales, en cultivos cefulares. 

VIRUS TUMORALES 

Virus de ia hepatitis B y C: Los virus de la hepatitis B y C pueden causar 
cancer hepatico en humanos, 

SV 40 y poliomavirus: Aunque ni el SV40 ni el poliomavirus causan cancer en 
humanos, son modelos importantes para estudiar la biologia molecular de la 
transformación celular, Ei antigeno T del SV40 induce la transformadón medianie 
su interacción eon las proteinas celulares supresoras de tumores Rb y p53, 
Papilomavirus : Los papi!omavirus inducen tumores en diversos animales, inclu¬ 
yendo el carcinoma cervical en humanos, Al igual que el antfgeno T de SV40 ( las 
proteinas transformantes de los papiiomavirus interacclonan eon Rb y p53, 
Adenovirus: Los adenovirus no causan canceres de manera natura! en el 
hombre ni en otras especies, pero son un modelo importante en la investiga- 
don del cancer. Sus proteinas tambien interaccionan eon Rb y p53. 
Herpesvirus: Los herpesvirus, que estan entre los virus animales mas comple- 
jos, provocan el cancer en varias especies, incluido el hombre. La biologia mole¬ 
cular de la transformación por estos virus aun no se comprende muy bien. 


PALABRAS CLAVE 


cancer, tumor, tumor benigno, tumor 
maligno, metastasis, carcinoma, 
sarcoma, Jeucemia, linfoma 


inrciación del tumor, progresión del 
tumor, adenoma, pólipo 


careinógeno, promotor tumoral 


inhibicion dependiente de la densidad, 
eatlmulaclón autocrina del creeimiento, 
mhibición por contacto, angiogenesis, 
muerte celular pro gra ma da. apoptosis 


transformación celular 


virus tumoral, virus de la hepatitis B, 
virus de la hepatitis C 

vlrus de simio 40 (SV4Q), poliomavirus 


papilomavirus 


adenovirus 


herpesvirus, herpesvirus asociado al 
sarcoma de Kaposi. virus de 
Epstein-Barr 
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retrovirus, virus del sarcoma de Rous 

(RSV) 


oncogen, src , ras, raf 


proto-oncogen 


ras , c -myc, abi , N-myc, erbB-2 


Fos, Jun, Dl, ErbA, PMURARa, PI 3- 
quinasa. Akt. Bcl-2 


gen supresor de tumores, Rb , p53 


PT EN 


Retrovirus: Los retrovirus causan el cancer en el hombre y en otros animałeś 
Alg unos retrovirus tienen genes especificos responsables de inducir la trans- 
formación celular, y a partir de estudios reaiizados eon estos retrovirus alfa- 
mente oncogenieos se ban caraclerizado oncogenes virales y celulares. 

ONCOGENES 

Oncogenes retrovfricos: El primer oncogen identificado fue el gen sre del 
RSV. Estudios posterlores han identificado mas de dos docenas de oncoge¬ 
nes distintos en diferentes retrovirus. 

Proto-oncogenes ; Los oncogenes de los retro virus se originaron a partir de 
genes similares de celulas sanas denominados proto-oncogenes. Los onco¬ 
genes son formas de sus correspondientes proto-oncogenes que estan mu- 
tadas o que se expresan de manera anormal. 

Oncogenes en ei cancer en ef hombre: En el cancer en el hombre, diver- 
sos oncogenes se activan a partir de mutaciones puntuales, reordenamien- 
tos del ADN r y amplificadones. Algunos de estos oncogenes de tumores 
humanos, como los genes ras, son los homólogos celulares de aquellos on¬ 
cogenes que se describieron por primera vez en fos retrovirus. 

Funciones de los productos oncogenieos: La mayoria de las proteinas 
oncogen icas inten/ienen como componentes de las vias de seńalización que 
estimulan la proliferación celular, El gen que codifica la ciclina Dl tambien es 
un oncogen potencial, que estimula la progresión del ciclo celutar. Otras pro- 
temas oncogenicas interfieren eon la diferenciación celular, y los oncogenes 
que codifican la PI 3- quinasa, Akt y Bcl-2 inhiben la apoptosis. 

GENES SUPRESORES DE TUMORES 

tdentificación de los genes supresores de tumores: A diferencia de los 
oncogenes, los genes supresores de tumores inhiben el desarrollo det tumor. 
El prototipo de un gen supresor de tumores, Rb t se identificó a partir de los 
estudios sobre la herencia del retinobiastoma. La perdida o la inactivación 
por mutación de Rb y de otros genes supresores de tumores, como p53, 
contribuye a que se desarrollen diversos tipos de cancer en el hombre, 

Funciones de los productos de los genes supresores de tumores ; Las 

proteinas codificadas por la mayoria de los genes supresores de tumores 
intervienen como inhibidores de la proliferación o de la supervivencia celular. 
Las proteinas Rb, INK4, y p53 son regutadores negativos de la progresión 
del ctclo celular, Ademas, p53 se requiere para la apoptosis inducida por 
lesión del ADN y por otros estimulos, por lo que su inactivación contribuye a 
estimular la supervivencia de la celula tumoral. 

Papel de los oncogenes y de los genes supresores de tumores en eł 
desarrollo del tumor Las mutaciones en los oncogenes y en los genes 
supresores de tumores contribuyen al desarrollo progresivo de los canceres 
en ef hombre. Se considera que la acumufación de los dańos en varios de 
estos genes origina la alteración de ia proliferación, diferenciación y supervi- 
vencia que caracteriza a la celula cancerosa. 

APLICACiONES DE LA BIOLOGIA MOLECULAR A LA PREVENCIÓN 
Y AL TRATAMIENTO DEL CANCER 

Prevención y detección precoz: Muchos canceres se pueden curar si se 
detectan en una etapa temprana del desarrollo del tumor. Las pruebas gene- 
ticas para identificar a aquellos individuos que tengan una tendencia heredh 
taria a desarrollar un cancer, pueden permitir una detección precoz y un tra- 
tamiento mas eficaz de los individuos de alto riesgo. 
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Diagnóstica motecułar: La detección de mutación es en oncogenes y en 
genes supresores de tumores puede ser util en el diagnóstico y en el segui- 
miento de la respuesta al tratamiento. 

Tratamiento : El desarrollo de drogas dirigidas contra oncogenes o contra 
genes supresores de tumores espeeificos, puede conducir a que se desco 
bran nuevos agentes terapeuticos que actuen de manera selectiva contra las 
celulas cancerosas. 


Preguntas 

1. ^Gwees un cancer y como difiere de 
un tumor benigno? 

2. ^Cual es el papel de la selección clo¬ 
na! en el desarrollo del cancer? 

3- ^Cómo aumentan los estrógenos el 
riesgo de padecer un cancer? 

4. ^Por quś es peligrosa la estimula- 
clón autocrina del crecimiento? 

5. Los adenoyims, papilomaviriis y 
SV40 actuan todos sobre los mismos ge¬ 
nes o productos genicos para inducir la 
tmnsformación. ^Que son? 

6. Has construido un antigeno T muta- 
do del SV40 que no puede inducir la 
transformación cel u lar, ya qu@ no se une 
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Respuestas a las cuestiones 


Capftulo 1 

1. a) Usan ADN como su materiał genefico 

b) Estan rodeados por una membrana plasmatica. 
e) Emplean los rnismos mecanismos basicos para la 
produeción de energia. 

d) Todos utilizan ribosomas para sintetizar proteinas 
de forma similar. 

3. Acidos nucleicos 

5. Porque creó una unidad autocontenida capaz de 
mantener a las macromoleculas como un paguete 
que entonces podia reproducirse y evolucionar como 
una unidad. 

7, El indice de refracción de] aire es 1,0; el indice de re- 
fraccion del aceite es aproximadamente 1,4. Puesto 
que la resolucrón = 0,61 ?Jt\ sen y (rj es e! indice de 
refracción), observar una muestra a traves del aire en 
vez de a traves del aceite supone que el limite de re- 
solución varie de 0,2 /<m a 0,3 

9. La centrifugadón de velocidad separa a los organufos 
en base a su tamańo y forma, mientras que la centrifu- 
gacton de equilibrio los separa en base a su densidad 
(independiente de forma y tamańo). 

11. Estas ceiulas retienen su capacidad de diferenciarse 
en todos los tipos celulares del adulto, por lo que ofre- 
cen el potencjał de sustiiuir terapeuticamente a las 
ceiulas enfermas. 

Capftulo 2 

1. El agua es una molecula polar cuyos hidrógenos y 
oxfgeno pueden formar puentes de hidrógeno entre 
ellos (para hacer que el agua sea liguida a la nnayona 
de las temperaturas de la Tierra} y sirve como un 
buen disolvente para las moleculas organicas polares 
y para los iones inorganicos. El agua fambien repele a 
las moleculas, o a sus partes apolares y las obliga a 
asociarse entre ellas para formar estrueturas impor- 
tantes como la membrana celular y de los organutos. 

3* El glucógeno es un pohmero de la glucosa conectado 
principalmente por enlaces s(1 -*4)glicosfdicos, y po- 
see ocasionalmente enlaces ^(1 —^6) que producen 
ramificaciones. La celulosa es un polimero rectilineo. 


sin ramificaciones, de enlaces fl{ 1 —>4) entre residuos 
de glucosa. 

5. Las grasas se acumulan en gotas iipidicas en las celu- 
las (especialmente adipoeitos) y son una forma eficaz 
de almacenaje de energia. Los fosfolipidos funcionan 
como el principal componente de las membranas ce¬ 
lulares. 

7. La glicina, alanina, vaiina, leucina, isoleucina, prolina, 
cisteina, metionina, fenilaianinay el triptófano. Ya que 
tienden a ser repetidos por el agua. generalmente se 
localizan en el interior de una enzima soluble en agua, 

9. Al sustituir los valores dados en la ecuación 

[B][C] 

AG - AG + RTln —^ 

[A] 

se obtiene el siguiente resultado: AG = -1,93 
kcal/mol. Por lo tanto, la reacción procedera de iz- 
guierda a derecha, lo que significa que, en la celula, A 
se convertira en B mas C. 

11. Las proteinas transportadoras deben unir cada mole¬ 
cula de soluto transportado en un sitio especifico, 
cambiar de conformación, liberarlo en el otro lado y 
volver a su configuración original; esto l!eva mas tiem- 
po que pasar a traves de un canai sin la unión y los 
cambios conformacionales. 

Capftulo 3 

1 * La traducción es la sintesis de proteinas a partir de un 
molde de ARN. 

3. Se ańadió poli-U en lugar de ARNm en un experimen- 
to de traducción in vitro , y se produjo poli-fenilalanina, 
Puesto que et unico nucleótido presente era el uracilo 
y otras evidencms sugerian un código de tripletes, la 
prrmera correspondencia fue el codón UUU para la fe- 
nilalanina. 

5. La adición o deieción de uno o dos nucleótidos altera- 
na et marco de lectura de los tripletes desde ese pun- 
to en adetante, dando Jugar a una secuencia de amL 
noacidos completamente diferente, mientras que un 
cambio de tres nucleótidos ańade o elimina a un solo 
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aminoacido, Con frecuencia esto da lugar a una pro¬ 
teina que funciona con normalidad. 

7* Permite a la secuencia de ADN amplificarse en millo- 
nes de copias, si existen secuencias cortas en los ex- 
tremos de secuencia conocida. 

9. UGC tambien codifica para la cisteina, por lo que esta 
muiación no tendra ningun efecto sobre la función del 
enzima. Sin embargo, UGA es un codón de termina- 
ción, por lo que esta mutación impedira la actividad 
enzimatica. 

11. El espermatozoide haploide contiene una unica copia 
inicial de la secuencia de DNA. Gada ciclo de PGR 
ampiifica por dos el materiał inicial por lo que diez 
ciclos darian lugar a 2 10 f aproximadamente mil co¬ 
pias. Al amplificarlo por 30 ciclos se generanan 2 30 , o 
mas de mil millones de copias. 

13. Las mutaciones en los aminoacidos que nos intere- 
sen se podran generar por mutagenesis in vitro , En- 
tonces, los efectos de estas mutaciones en la activi- 
dad catalitica se determinaran a partir de la expresión 
de las proteinas mutadas en bacterias o en celulas 
eucariotas. 

Capttulo 4 

1, Los organismos con genomas mayores que su com- 
plejidad parecerian necesitar mayores cantidades de 
ADN no codificante entre sus genes o entre los exo- 
nes que codiftcan proteinas. 

3* El spłicirtg alternativo permite que un solo gen codifi- 
que distintas proteinas. Esto incrementa el numerode 
proteinas distintas que un organismo puede producir 
sin aumentar e! numero de genes. 

5, Un centrómero es una region del cromosoma eucarió- 
tico que sirve como un sitio de asociación entre cro- 
matidas hermanas y los sitios de unión a las fibras del 
huso durante la mitosis, 

Un cinetocoro es una estructura que se forma en el 
centrómero durante la mitosis a la que se unen los 
microtubulos del huso. 

7, a) Para prevenir que los extremos de los cromoso- 
mas sean degradados o unidos entre si. 
b) Para permitir la replicadón completa de los extre- 
mos de los cromosomas, 

9. Un marco de lectura abierto es una larga secuencia 
de nucleótfdos que no codifica codones de termina- 
ción (UAA, UAG T UGA). 

Su importancia reside en que los marcos de lectura 
abiertos son generalmente genes funcionales. 

11. La reasoctación del DNA es una reaccićn bimolecu- 
lar, por lo que la velocidad de la reacctón es propor- 
cional al cuadrado de la concentración del DNA. Por 


lo tanto, una secuencia que aparece repetida mil ve- 
ces en el genoma se reasociara con una velocidad 
10 G veces mayor que la que aparezca una soia vez. 

Capitulo 5 

1* Las polimerasas I y II estan implicadas en la repara- 
ción del ADN danado. La poiimerasa III es la principal 
enzima implicada en la replicación del ADN, aunque la 
poiimerasa I retira los moldes de ARN y rellena los 
huecos entre fragmentos de Okazaki en la hebra tar- 
dia. 

3. La topoisomerasa I corta una hebra del ADN en dobie 
helice y le permite girar en torno al otro enlace fosfo- 
dióster para aliviar la tensión del giro. La topoisome¬ 
rasa II corta a ambas hebras del ADN en dobie helice 
y puede pasar otrą molecula de ADN a traves del corte 
para separar las moleculas asociadas (p. ej TP durante la 
mitosis). 

5, El genoma de los mamiferos es mii veces mayor y se 
replfca mas despacio, de modo que necesrta mas ortge- 
nes de replicación para completaria en las pocas horas 
de una fasę tipica de sintesis de ADN. 

7. La telomerasa es una transcriptasa inversa que usa 
su propla secuencia interna de ARN para ańadir una 
secuencia corta complementaria de ADN en el extre- 
mo 3 del ADN del telómero. 

9. Las roturas de dobie hebra pueden repararse median¬ 
ie la reparación recombinatoria. La recombinación 
con un cromosoma homólogo. como una cromatida 
hermana, puede permitir que la porción que falta de 
un cromosoma se copie desde una hebra sencilla del 
cromosoma homólogo. 

11. La elevada frecuencia del cancer de piel se debe a las 
lesiones en eE ADN causadas por la radlación soiar 
UV, las cuales se pueden reparar por el sistema de 
reparación por escisión de nucleótidos. El que otros 
canceres no tengan esta incidencta tan elevada su- 
giere que este tipo de lesión no es frecuente en los 
órganos internos, y que la mayor i a de los canceres se 
deben a otros tipos de mutaciones (p. ej M la incorpo- 
ración de bases desapareadas durante la replicación 
del ADN), 

13, Las transcriptasas inversas que seran afectadas por 
estos medicamentos seran la telomerasa y la trans¬ 
criptasa inversa codificada por las secuencias LINĘ. 
La inhibición de las transcriptasas inver$as LINĘ no 
sera tóxica para la celula, pero la inhibición de la telo¬ 
merasa pod na interferir con la replicación de los ex- 
tremos de los cromosomas. 

Capftulo 6 

1. La iactosa se une a una proteina represora producida 
porel gen / eimpideąue el represorse una a la region 
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operadora dei operón laa Esto permite a la AR N poli- 
merasa moverse a traves del operador y leer las re- 
giones codificadoras de proteina como un solo men- 
saje policistrónico. 

3, El gen salvaje («wild-type») se regulara de una manę- 
ra normal, pero el gen sensible a la temperatura se 
expresara de manera constitutiva. Por \o tanto, la fi- 
galactosidasa se producira a la temperatura permisi- 
va T pero no a la temperatura no permisiva. 

5. Los factores sigma se unen a secuencias que se en- 
cuentran 35 y 10 pares de bases antes del sitio de 
comienzo en la region del promotor y dirigen a la ARN 
polimerasa para que se una al promotor e inicie la 
transcripción en el sitio de comienzo. Una vez que se 
ańaden unos 10 nucleótidos, o es retirado. 

7. La ARN polimerasa l sóio transcribe el pre-ARNr 45S. 

9. Los enhancers p u eden aetuar lejos de la secuencia 
codificadora mientras que los promotores se encuen- 
tran cerca de la secuencia codificadora. 

La ARN polimerasa II transcribe todos los ARNm y al- 
gunos ARN nudeares pequehos. 

La ARN polimerasa ill transcribe los ARNt. 5S ARNr y 
algunos ARN pequenos. 

11. Dos dominios diferentes de unión al ADN se podran 
unir al dominio de activación del factor medianie spli- 
cing altemativo especifico de tejido, 

13. Una de los dos cromosomes X es inactivado tempra- 
namente durante el desarrollo de las hembras {o en 
los varones XXY). Un ARN denomlnado Xiste s pro- 
ducido por el gen Xisten uno de los doscromosomas, 
y se une a la mayorfa de los genes de ese cromoso- 
ma. El ARN Xist reduta proteinas que reprimen la cro- 
matina X, probablemente metilando las hlstonas y de- 
sencadenando la formación de heterocromatina, 

Capitulo 7 

1. Muchos ARNt son capaces de formar enlaces de hi- 
drógeno eon mas de un codón porque la tercera base 
de su antlcodón puede «temblar» o aparearse de for- 
mas no estandar eon numerosos nucleótidos distintos 
de sus pares complementarios habituales, 

3. Se neceslta una secuencia Shine-Delgamo. 

5. La poliadenrlación es un mecanismo importante de re- 
gulación de la traducción en el desarrollo temprano 
Su inhibición bloqueana la traducción de muchos 
ARNms de oocitos tras la fecundación. 

7, Las temperaturas elevadas pueden desnaturalizar las 
proteinas. Las proteinas de choque termico son cha- 
peronas que facilitan el replegamiento de estas pro¬ 
teinas desnaturalizadas en su estado nativo ? restau- 
rando asi la perdida de función proteica. 


9. El tratamiento eon fosfolipasa liberaria de la supedicie 
celular una proteina unida a GPL pero no una protei¬ 
na transmembrana. 

Capitulo 8 

1. Los transcritos eucarióticos son procesados por corte 
y empalme, y su salida del nucleo puede ser regulada. 
Adernas, el acceso de los factores de transcripción a 
los genes que regulan a menudo se reguła alterando 
su capacidad de transporte a traves de los poroś nu- 
cleares. 

3. Si s la proteina de 15 kDa, aunque no la de 100 kDa, 
puede entrar, Las proteinas de 20 kDa y menos pue¬ 
den pasar libremente al nucleo a traves de canales 
acuosos abiertos. 

5. Un ejemplode esto es NF-^B, un reguladordel gen de 
!a inmunoglobulina de la cadena k ligeraen los linfoci- 
tos B. En las celulas no estimuladas, kB se une a 
NF-kB, y el complejo no puede ser internalizado en el 
nucleo. Tras la estimulación, kB es fosforilado y de- 
gradado por proteólisis mediada por la ubiquitlna. 
Esto expone una sehal de focalización nuclear en 
NF-kB, permitiendole entrar en el nucleo y activar la 
transcripción de genes dlana. 

7. La inactivación de la sehal de exportaeión nuclear re- 
sultaria en la retenclón de la proteina en el nucleo. 

9. Las senales de localización nuclear parecen quedar- 
se en las proteinas nudeares para que puedan volver 
a internafizarse tras \a reformación de ia envuelta nu¬ 
clear durante la tefofase de Ja mitosis. Las proteinas 
nudeares que no forman parte del aparato mitótico se 
liberan a la mezcla de citoplasma y nudeoplasma que 
resulta de la degradación de la envuelta nuclear. 

Capitulo 9 

1. Palade y sus colaboradores trataron a las celulas acl- 
nares pancreaticas eon un pulso de aminoacidos ra- 
dioactivos, que se incorporan en las proteinas. La 
autorradiografia mostró que las proteinas marcadas 
se detectaron en primer lugar en el RE rugoso. Tras 
una corta «persecución» de aminoacidos no radiacti- 
vos t las proteinas marcadas se movieron al aparato 
de Golgi, y tras periodos mas largos, las proteinas 
marcadas se encontraron en las vesiculas secretoras 
y despues en el exterior de las celulas. Esto demostró 
que ta via secretora es del RE rugoso —►aparato de 
Golgi —> vesiculas secretoras —> proteina secretada, 

3, La translocación cotraduccional implica la unión a Ja 
particula de reconocimiento de la sehal y la transloca¬ 
ción a traves del translocón dirigido por el proceso de 
sintesis en los ribosomas. La translocación postra- 
duccional dirige a un polipeptido al RE tras ia finaliza- 
ción de la sintesis y no reguiere una SRP. Un comple- 
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jo Sec 62/63 reconoce a un polipeptido que debe ser 
incorporado, y lo inserta en un translocón. El polipepti¬ 
do es arrastrado al lumen del RE por una chaperona 
denominada «BiP”, 

5, Los grupos hidrocarbonados se ańaden en el lumen 
del ER y del aparato de Golgi, que son topológica- 
mente equivalentes al exterior de la celula. 

7, Inicialmente, una secuencia seńal dirige al polipeptido 
lisosómico naciente o a la proteina prelisosómica a! 
RER, entonces se le anade un oligosacarido median* 
te un enlace N. Despues de trasladarse al Golgi, se 
mantienen tres residuos de manosa que normalmente 
se eliminan, y se eonvierten en manosa-6-fosfato en 
un proceso en dos pasos (que tiene lugar en el cis 
Golgi). Estos residuos de manosa-6-fosfato son reco- 
nocidos y unidos por un receptor en la red del trans 
Golgi, que dirige su transport© a los lisosomas. 

9. En ausencia de la smtesis de manosa-6-fosfato en ef 
aparato de Golgi, las protefnas lisosomales normales 
serian secretadas. 

11. Un sistema de transporle acelular fue utilizado por 
Rothman y sus colaboradores para demostrar el 
transporte vesicular de protefnas entre fas cisternas 
del aparato de GolgL Aislaron aparatos de Golgi de 
una Ifnea celufar mutante infectada eon un virus, que 
carecfa de la enzima que transferfa N-acetilglucosa- 
mina a glicoprotefnas, y los mezclaron eon vesiculas 
del Golgi de celulas normales, no infectadas. 

Las glicoprotefnas vsricas se modificaban eon N-acetit- 
glucosamina en el sistema Golgi mixto, que proporcio- 
nó la evidencia de que las protefnas babfan pasado de 
una vesfcula Golgi a otrą por transporte vesicufar. 

Capitulo 10 

1. El area de superficie de la membrana mitocondrial in¬ 
terna es elevado debido a la formación de crestas. 
Ademas, e! contenfdo proteico de la membrana es es- 
pecialmente elevado (>70%), e incluye numerosa en- 
zimas y transportadores de electrones. 

3 . Bajo estas condiciones AG es aproximadamente 
-1,4 kcal/mol 

5. La primera seńal de internalizadón cargada positiva- 
mente desencadena la internalización en la matriz mi¬ 
tocondrial, donde esta presecuencia es retirada, y la 
segunda secuencia hidrofobica dirige al polipeptido a 
Oxa1> una translocasa de la membrana mitocondrial 
interna que introduce el citocromo b 2 en el espacio in- 
termembrana. 

7. F 0 se eneuentra en la membrana interna de las mito- 
condrias y en Ja membrana del tilacoide de los cloro- 
plastos. F t es el talio y el engrosamiento que se ex- 
tiende desde F 0 hacia la matriz mitocondrial y hacia el 


estroma de los cloroplastos. El complejo F 0 proporefo- 
na un canal a traves del cual los protones pueden voL 
ver a la matriz o al estroma. El acoplamiento mecani- 
co del talio dirige la rotación en el interior del complejo 
F t que causa la sfntesis de ATP, 

9. Se requieren dos electrones activados para romper 
cada molecula de agua ; por lo que son necesarios 24 
electrones activados para la smtesis de cada molecu¬ 
la de glucosa, El paso de estos electrones a traves de 
los dos fotosistemas genera 12 moleculas de NADPH 
y entre 12 y 18 moleculas de ATP, dependiendo de la 
estequiometrfa del bombeado de protones en el com¬ 
plejo citocromo bf. Puesto que se requieren 18 mole¬ 
culas de ATP para el cioto de Calvin. la smtesis de 
glucosa puede necesitar ATPs adicionales produci- 
dos por el flujo cielico de electrones. 

11. Las protefnas peroxisómicas se sintetizan sobre ribo- 
somas libres en el citosol y se dirigen a los peroxiso- 
mas mediante una secuencia de seńal Ser-Lys-Leu 
en su extremo carboxilo terminal, o una secuencia de 
nueve aminoacidos en el extremo amino terminal. Es* 
tas secuencias son reconocidas por receptores e in- 
ternalizadas a traves de transportadores en la mem¬ 
brana sencilła def peroxisoma. 

Capitulo 11 

1. A medida que se forma el filamento de actina, todas 
las subunidades asimetricas de actina G se ańaden 
eon la misma orientación, y asf, los dos extremos del 
filamento son diferentes, 

3, Las citocalasinas se unen a los extremos positivos de 
los filamentos de actina y bloquean su elongacion, 
Asf, el intercambio rotatorio de los microfilamentos 
despolimerizara. La faloidina se une a los filamentos 
de actina e inhibe su degradación. Los filamentos de- 
tendran el intercambio rotatorio pero seguiran presen- 
tes y pueden hacerse mas largos. 

5. El diagnóstico mas probable es la distrofia muscular 
de Duchenne, La causa de esta enfermedad es una 
mutación en el gen que codifica la distrofina, una pro¬ 
teina que une los filamentos de actina a la glicoprotei- 
na de la membrana plasmatica celular, la cual une a 
las celulas musculares a la matri 2 extrace!ular. 

7. La polaridad de los filamentos de actina define la di- 
rección del movimiento de la miosina. Si los filamentos 
de actina no fueran polares no se podna producir el 
movimiento unidireccional de la miosina que resulta en 
el deslizamiento de los filamentos de actina y miosina. 

9. No. Las gueratinas sólo se expresan en las celulas 
epiteliales. 

11, Mediante la union de los dobletes de microtubuiosde 
los cilios, Ja nexina convierte el deslizamiento de los 
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microtubulos individuales en un mcwimiento de fle- 
xión que conduce al bateado de los dlios. Si fuera 
eliminada, los microtubulos simplemente se desllza- 
rian unos respecto a otros. 

Capitulo 12 

I. A temperaturas elevadas T la estructura anular del co- 
lesterol inhibe el movimiento de los fosfolipidos en la 
bicapa, reduciendo asi la fluidez de la membrana y 
aumentando la estabilidad A bajas temperaturas, la 
estructura del colesterol interfiere eon las interaccio- 
nes de la cadena de los acidos grasos y mantiene ta 
fluidez de la membrana. 

3, La presencia de porinas en la membrana plasmatica 
permitira la librę difusión de los iones y de las molecu- 
las peguenas entre el citosol y el fluido extracelular 
—un desastre para la celula. 

5. En primer lugar, el glicocalix protege la superficie ce¬ 
lular (p. ej,, de proteasas en el tracto intestinal). En 
segundo lugar, el glicocalix esta implicado en las inte- 
racciones celula-celula (p. ej., a traves de la unión a 
selectinas). 

7. La pared celular vegetal impide la ruptura celular y 
permite que se genere una presión de turgencia. 

9. Las bacterias gram-positivas solo poseen una mem¬ 
brana sencifla, la membrana plasmatica, rodeada por 
una gruesa pared celular de peptidoglicano. Las bac- 
terias gram-negativas poseen una membrana plas¬ 
matica, una membrana externa y una ftna pared celu¬ 
lar de peptidoglicano entre ambas membranas. 

II, La correcta localización de los transportadores respon- 
sables del transporte activo y de la difusión facilitada es 
necesaria para la transferencia de la glucosa desde la 
luz intestinal al torrente sanguineo; dicha función pola- 
rizada la realizan las celulas epiteliales. Las uniones 
estrechas impiden la difusión de estos transportadores 
entre las distintas zonas de la membrana plasmatica, y 
sellan los espacios entre las celulas del epitelio, 

Capitulo 13 

1. La seńalización paracrina es cuando moleculas libe- 
radas por una celula o u nas pocas celulas afectan so¬ 
lo a las celulas cercanas, mientras que la senalización 
endocrina es la liberación de hormonas por las glan- 
dulas endocrinas. Estas hormonas son transportadas 
a lo largo del cuerpo y actuan sobre cualquier celula 
diana que posee un receptor para dicha hormona. 

3. Las moleculas seńal hidrofóbicas pueden difundir a 
traves de la membrana plasmatica y unirse a los re¬ 
cepto res citosólicos o nucleares. Las moleculas sehal 
hidrofilicas. al igual que las hormonas proteicas, no 


pueden difundir a traves de la membrana plasmatica, 
de modo que se unen a receptores de la superficie 
celular. 

5, La inhibición de la AIVIPc fosfodiesterasa dara lugar a 
un nivel elevado de AMPc, que estimulara la prolifera- 
ción celular. 

7. Los monómeros de PDGF no induciran la dimeriza- 
ción de! receptor. Puesto que esto es el primer paso 
en la senalización de las protema-tirosina guinasas 
recepto ras, los monómeros no seran capaces de acti- 
var el receptor de PDGF. 

9, El AMPc se une a las subunidades reguladoras de la 
proteina quinasa A, liberando dos subunidades eatall- 
ticas menores de la proteina quinasa A, que son ca¬ 
paces de penetrar en el nucleo a traves de los poroś 
nucleares. En el nucleo, PKA fosforila a CREB, que se 
une a los CR Es y activa a los genes inducibles por 
AMPc. 

11 . Cuando las celulas mueren como resultado de una le- 
sión aguda o necrosis, se lisan y liberan su contenido al 
espacio extracelular f lo que causa inflamación (y pue- 
de inducir respuestas autoinmunes). Cuando mueren 
por apoptosis, sufren una serie programada de cam- 
bios que degradan las proteinas celulares y el ADNL 
Finalmente, la celula se degrada en una serie de pe- 
guehos trozos envueltos en membrana que pueden 
ser fagocitados efieazmente por los macrófagos y 
otras celulas fagociticas. 

Capitulo 14 

1. Las celulas en G Cl y G 1 poseen la misma cantidad de 
ADN (p. ej., diploide en la mayoria de las celulas hu- 
manas) y ambas son metabólicamente activas. Las 
celulas en G 0 difieren de las celulas en G T en que no 
profiferan a no ser que sean estimuladas para retomar 
el ciclo celular (p, ej., por niveles eievados de un factor 
de crecimiento especifico), 

3 . La inhibición de los puntos de control en G, y S reduce 
la posibilldad de que el ADN danado se repligue antes 
de su reparación, lo que podrfa propagar el error La 
inhibición del punto de control de G ? permitira tiempo 
para que cortes del ADN u otros dańos sean repara- 
dos antes de que se produzca la mitosis, impidiendo 
que el ADN danado pasę a las celulas hijas. 

5, La anafase se inidara eon normalidad. Sin embargo, 
MPF permanecera activo, por lo que no se producira 
la reconstitución de los nucleos, la descondensación 
de los cromosomas, ni la citocinesis. 

7. El MPF fosforila a varias proteinas estructurales para 
alterar dtrectamente sus propiedades e iniciar la mito- 
sis. Entre ellas se eneuentran las condensinas (res- 
ponsables de la condensación cromosómica), la his- 



680 • Ciosano 


tona HI, las laminas nucleares, la proteina GMI30 de 
la matriz del Golgi, y proteinas asociadas a los micro- 
tubulos. EL MPF iambien inicia una cascada de pro- 
teina quinasas que desencadena la progresión a tra- 
ves de M. 

9. Los oocitos de estos ratones no se detendran en la 
metafase II. 

11* Una celula mądre es una eelula que se divide para 
producir celulas bija que pueden diferenciarse o per- 
manecer como celulas mądre. 

Capftulo 15 


3 , Los estrógenos actuan como promotores de tumores 
aumentando la proliferación de celulas que respon- 


den a estrógenos como las celulas mamarias y endo- 
metriales. 

5. Estos tres virus transforman celulas inactivando las 
proteinas supresoras de tumores, Rb y p53, 

7, El gen gsp codifica la subunidad z de G^ que activa la 
adenilato ciclasa. Por !o tanto, no actuara como un orv 
cogen en aguellas celulas cuya proliferación se inhiba 
por AMPc. 

9, fNC4 codifica el inhtbidor pi6 de Cdk, que inhibe los 
complejos Cdk4/cicNna D Dado que la fosforilación 
de Rb es la principal diana de Cdk4/ciclina D, la so- 
breexpresión de pi 6 no tendra ningun efecto en aque- 
llas celulas en las que Rb haya sido inactivada. 

A pesar de que la susceptibtlidad es dominantę, los 
heterocigotos poseen un gen Rb normal que produce 
suflciente proteina Rb para suprimir el crecimiento tu- 
morał. Solo cuando se muta ese gen Rb normal (un 
suceso probable dado el elevado numero de celulas 
retinianas producidas durante el desarrollo), se desa- 
rrollara un tumor. 


1. Un cancer es un tumor maligno. Los tumores mallg- 
nos crecen y se dividen de forma incontrolada y pue¬ 
den metastatizar o propagarse a otras partes del cuer- 
po. Los tumores benignos muestran un crecimiento 
anómalo pero permanecen confinados a su iocaliza- 
ción original. 



a-actinina Proteina de unión a la actina que entrelaza los 
filamentos de actina para formar haces contractiles. 

a helice Estructura secundaria enrollada de una cadena 
polipeptidica formada por uniones de hidrógeno entre 
aminoacidos separados por cuatro residuos. 

abi Protooncogen que codlfica una proteina-tirosina quinasa 
y que es activado por la translocación cromosómica en la 
leucemia mieloide crónica. 

acetilación de histonas Modificación de histonas por la adi- 
ción de grupos acetilo a residuos especificos de lisina. 

ścido abscisrco Hormona vegetal. 

acido desoxirribonucleico (ADN) Materiał genetico de la 
celuta. 

acido retinoico Molecula sehalizadora sintetizada a partit 
de la vitamina A. 

acido ribonucleico (ARN) Polimero de ribonucleótidos, 

acidos grasos Cadenas largas hidrocarbonadas general- 
mente unidas a un grupo carboxilico (COO ). 

acidos nucleicos antisentido Acidos nucleicos (ARN o 
ADN) que son complementarios a un ARNm de interes y 
que se emplean para bloquear la expresión genica. 

acoplamiento quimiosmótico Generación de ATP a partir 
de la energia almacenada en un gradienle protónico a tra- 
ves de una membrana. 

actina Proteina abundante de 43-kd que polimeriza para for¬ 
mat filamentos del eitoesqueleto. 

actina [F] filamentosa Monómeros de actina polimerizados 
en filamentos. 

actina [G] globuiar Monómeros de actina que no han sido 
ensamblados en filamentos. 

activadores transcripcionales Factores de transcripción 
que estimufan a la misma. 

adaptina Proteina de unión a receptores de membrana que 
media en la formación de vesiculas revestidas por clatrina. 

adenina Purina que se empareja tanto eon timina como eon 
uracilo, 

adenilato ciclasa Enzima que cataliza la formación de AMR 
cielico a partir de ATP. 

adenoma Tu mor benigno que aparece en el epitelio glandular. 

ADF/cofilina Familia de proteinas de unión a la actina que 
desensamblan los filamentos de actina. 

adhesión focal Sltio de unión de las celulas a la matriz ex- 
tracelular en el que las integrinas se unen a haces de fila¬ 
mentos de actina. 


ADN complementario (ADNc) Molecula de ADN que es 

complementaria a una molecula de ARNm, sintetizada in 
vitro por la transcriptasa inversa. 

AON glicosilasa Enzima de reparación del ADN que coda 
la unión de una purina o pirimidtna a la desoxirribosa del 
esqueleto de una molecula de ADN. 

ADN ligasa Enzima que sella roturas en las hebras de ADN. 
ADN polimerasa Enzima que cataliza la sintesis de ADN. 
ADN satelitę ADN de secuencia sencilla repetitiva eon una 
gran densidad que difiere de la mayoria del ADN genómico. 
Akt Proteina-serina/treonina guinasa que se activa por P IP 3 
y que desempena un papel dave en Ja senalización de la 
supervivencia celu lar. 
alelo Copia de un gen. 

almidón Polimero de restos de glucosa que es la principal 
reserva de carbohidratos en las piantas, 
amilopfasto Plastido que almacena almidón. 
aminoacido Rloques de construcción monomericos de las 
proteinas que constan de un atomo de carbono unido a un 
grupo carboKilico, a un grupo amino, a un atomo de hidró¬ 
geno, y a una cadena lateral especifica. 
aminoacil ARNt smtetasa Enzima que une un aminoacido 
especffico a una molecula de ARNt que porta la secuencia 
correcta anticodón. 

AlUIPc fosfodiesterasa Enzima que degrada el AMR cielico. 
AMP cielico (AMPc) Adenosina monofosfato en la que el 
grupo fosfato esta unido eon en lace covalente a los ato- 
mos de carbono 3 ł y 5\ formando una estructura cielica; 
importante segundo mensajero en la respuesta de las ce¬ 
lulas a una variedad de hormonas. 
amplificación genica Aumento en el nunnero de copias de 
un gen como resultado de una replicación repetida de una 
region de ADN. 

anafase Fasę de la mitosis durante la cual las cromatidas 
hermanas se separan y migran a polos opuestos del huso. 
anafase A Movimiento de los cromosomas hljos hacia los 
polos del huso durante la mitosis. 
anafase B Separación de los polos del huso durante la mito¬ 
sis. 

anciaje de glicosilfosfatidilinositol (GPI) Gficolipidos que 
contienen fosfatidilinositoJ y que anclan proteinas a la cara 
externa de la membrana plasmatica. 
anfipatica Molecula que posee tanto regiones hidrofilicas 
como hidrofóbicas, 

angiogenesis Formación de nuevos vasos sanguineos. 
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anillo contractll Estructura de actina y miosina II que se 
forma por debajo d 0 la membrana plasmatica durante la 
mitosis y media la citocinesis. 

anqurrina Proteina que une espectrina y coneota el citoes- 
pueleto de actina eon la membrana plasmatica, 
ant i co don Secuencia nudeotidica de! ARN de transferencia 
que forma pares de bases complementarios eon u na se¬ 
cuencia codón de! ARN mensajero. 
antieuerpo Proteina producida por los linfocitos B que se 
une a una molecula no propia. 
antieuerpo monoelonal Antieuerpo producido por una li- 
nea donal de linfocitos B. 

antrgeno Molecula contra la que se dirige el antieuerpo, 
antiporte Transporte de dos moleculas en direcciones 
opuestas a traves de la membrana, 
aparato de Golgi Organulo citoplasmatico implicado en e! 
procesamiento y clasificación de proteinas y lipidos En 
celulas vegetales, es tambiśn el lugar de sintesis de los 
pol i sacaridos de la pa red celular, 
apoptosis Proceso activo de muerte celular programada, 
caracterizado por la rotura de! ADN cromosómico, la con- 
densación de la cromatina, y la fragmentaclón tanto del 
nucleo como de la celula. 

apoptosoma Complejo proteico en ef que se activa la cas- 
pasa-9 para iniciar la apoptosis tras la liberación del cito- 
cromo o de las mitocondrias. 

Arabidopsis thafiana Planta peguena, eon floración, em- 
pleada como modelo en biologia moleeular uegetaf y en 
biologia det desarrollo vegetal. 

ARN pequeńos nucleares (ARNsn) ARN nucleares que 
varian en tamano desde las 50 a las 200 bases. 

ARN pequeńos nucleolares (ARNsno) ARN pepuenos 
presentes en el nucleolo que funcionan en el procesa¬ 
miento de pre-ARNr. 

ARNsrp Componente citoplasmico pequeńo de ARN de la 
SRP. 

argueobacteria U no de los dos grupos principal es de pro- 
cariotas; muchas especies de argueobacterias viven en 
condiciones extremas similares a aguellas que existian en 
los origenes de la tierra. 

ARF Proteina de fijación del GTP necesaria para la gema- 
ción de vesiculas desde la red del frarjs-Golgi 
ARN de transferencia (ARNt) Moleculas de ARN que ac- 
tuan como adaptadores entre los aminoacidos y el ARNm 
durante la sintesis proteica. 

ARN mensajero (ARNm) Molecula de ARN que sirve como 
mol de para Ja sintesis p rotę i ca, 

ARN polimerasa Enzima que cataliza la sfntesis del ARN. 
ARN ribosomal (AR Nr) ARN componente de los ribosomas, 
ATP (adenosina 5 ! -trtfosfato) Nucleósido trifosfato com- 
puesto por adenina que sirve de almacen de energia librę 
en la celula 

ATP sinteiasa Complejo proteico asociado a la membrana 
que acopla el transporte de protones, energeticamente ta- 
vorable, a traves de una membrana, a la sintesis de ATP. 
ATPasa Na + -K + Vease bomba Na'-K\ 


autofagosoma Vesicula que contiene organulos internos 
encerrados por fragmentos de la membrana del retfcuJo 
endopfasmico que se fusiona eon los lisosomas, 
autofosforiiación Una reacción en la que una proteina qui~ 
nasa cataliza su propia fosforilación, 
autofagia Degradación de proteinas citoplasmatscas y orga¬ 
nulos al ser englobadas en vesfculas del reticulo endo- 
plasmatico que se fusionan eon lisosomas. 
autorradiograffa Detección de moleculas marcadas radioi- 
sotópicamente por exposición a una pelfcula de rayos X. 
auxina Hormona vegetal que eontrola muchos aspectos del 
desarrollo de la planta. 

axonema Estructura fundamental de eilios y flagelos com- 
puesta por un par central de microtubulos rodeado por 
nueve dobletes de microtubulos. 

bacteriófago Virus bacteriano. 

bacufovirus Virus empleado freeuentemente como vector 
de expresión para la producdón de proteinas eucanóticas 
en celutas de insecto. 

barri I-// Dom in io transme mbrana formado por el plegamien- 
to de Jam i nas en una estructura eon forma de barril. 
Bcl-2 Miembro de la familia de proteinas que regulan la 
muerte celular programada, 

bibliotece de ADNc Colección de dones recombinantes de 
ADNc. 

bibliotece de ADN recombinante Colección de dones de 
ADNc o genómico. 

biblioteca genómica Colección de dones de ADN recombi¬ 
nante que, de forma colectiva, contienen el genoma de un 
orgamsmo. 

bicapa fosfolipfdica Estructura bśsica de las membranas 
biológicas, donde las colas hidrofóbicas de los fosfoiipidos 
estan inmersas en et interior de ta membrana, y sus gru¬ 
pos polares se exponen a la solución acuosa a ambos la- 
dos de dicha membrana. 

bioinformatica Uso de metodos computacionales para ana- 
lizar grandes cantidades de datos biofógicos, como las se- 
cuencias genómicas. 

bomba de Na + -K + Bomba iónica que transporta Na fuera de 
la celula y dentro de la celula, 
bomba iónica Proteina que acopla la hidrólisis de ATP a! 

transporte de iones a traves de una membrana, 
borde en cepillo Superficie de una celula (p. ej., una celula 
epitelial del intestino) que contiene una capa de microve- 
llosidades, 

brasinosteroide Hormona esteroidica de plantas. 

cadena de transporte electrónico Serie de transportado- 
res mediante los cuaies los electrones se transportan des¬ 
de un estado de energia superior a u no interior. 

cadherinas Grupo de moleculas de adbesión celular que 
forman uniones estables celufa-celula en las uniones ad- 
herentes y en los desmosomas. 

Caenorhabditis eiegan s N e m a to do e m p I e ad o co m o m ode - 
lo pluricelular sencillo en biologia de! desarrollo. 
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caja TATA Secuencia reguladora de ADN encontrada en los 
promotores de muchos genes eucariótieos transcritos por 
la ARN polimerasa II. 

callo Masa indiferenciada de cel ulas vegetales en cultivo. 
CaM quinasa Miembro de una familia de proteina quina$as 
que se activan por la unión de Ca 2+ /catmodulina, 
canal fónico Proteina que interviene en el transito rapido de 
iones a traves de una membrana, mediante la formación 
de poroś abiertos a traves de la bicapa fosfolipidiea, 

canales activados por ligando Canales iónicos que se 
abren en respuesta a la unión de moleculas seńalizadoras. 

canales activados por voltaje Canales Iónicos que se 
abren en respuesta a variaciones en el polencial electrico, 

calmodulina Proteina de fijación del calcio. 

cancer Tumor maligno. 

caperuza de 5 1 metilguanosrna Estructura constituida por 
GTP y azueares metilados que se ańade al extremos 5’ de 
los ARNm de los eucariotas. 

carbohidrato Mofecula de formula (CH ? 0) n * Los carbohidr- 
tos incluyen, tanto azueares simples, como polisacaridos. 

carcinógeno Agente inductor de cancer 
carcinoma Cancer de celulas epiteliafes. 
cardiolipina Fosfolipido que contiene cuatro cadenas hidro- 
carbonadas, 

canoferina Receptor de transporte nuclear. 
caspasas Familia de proteasas que ocasionan la muerte ce- 
lular programada. 

catalasa Enzima que descompone peróxido de hidrógeno. 
caveolas Pequeńas invaginaciones de la membrana plas- 
matica que pueden estar implicadas en la endocitosis. 
Cdc2 Proteina-serina/treonina guinasa, que es un regulador 
clave de la mitosis en las celulas eucanotas. 

Cdc42 Miembro de la subfamilia Rho de proteinas de unión 
al GTP de bajo peso molecular. 

Cdks Proteina guinasas ciclina dependientes que controlan 
el ciclo celular de las eucariotas. Vease tambien Cdc2. 
celula mądre Celula que se dMde para dar lugar a celulas 
hijas que pueden diferenciarse o permanecer como cólu- 
las mądre. 

celula parenquimatica Clase de celula vegetal responsa- 
ble de la mayona de las actividades metabólicas, 

celulas de esclerenquima Celulas vegetales caracteriza- 
das por gruesas paredes celulares que proporcionan apo- 
yo estructura! a la planta. 

celulas mądre embrionarias (ES) Celulas cultivadas a par- 
tir de embriones tempranos. 

celulas epidermicas Celulas que forman una capa protec- 
tora en las superficies de plantas y animales. 
celulas epiteliales Celulas formadoras de laminas (tejido 
epitelial) que reeubren la superficie del cuerpo y delimitan 
los órganos internos. 

celulas eucariotas Celulas que presentan una envoltura 
nuclear, organulos citoplasmaticos y un citoesqueleto. 


celulas procariotas Celulas que carecen de envuelta nu¬ 
clear, de organulos citoplasmaticos y de citoesqueleto 
(fundamenfalmente bacterias). 
celulosa Principal componente estructural de la pared celu¬ 
lar vegetal. polimero lineal de restos de glucosa unidos 
mediante enlaces glicosidicos /j(1 ->4). 
celulosa sintasa Enzima que cataliza la sintesis de celulosa. 
centrifugación de velocidad Separación de particulas ba- 
sadas en sus tasas de sedimentación. 
centrifugación diferencial Metodo empleado para separar 
los componentes de las celulas en base a su tam ario y 
densidad. 

centrifugación por equilibrio Separación de particulas en 
función de la densidad, mediante centrifugación, hasta el 
equilibrio en un gradiente de una sustancia densa. 
centrifugación por gradiente de densidad Metodo de se¬ 
paración de particulas por centrifugación a traves de gra¬ 
diente de una sustancia densa, como sacarosa o cloruro 
de ceslo. 

centriolo Estructura cilindrica consistente en nueve tripletes 
de microtubulos en los centrosomas de la mayona de las 
celulas animales. 

centro actiuo Region de una enzima que une sustratos y 
cataliza una reacción enzimatica. 
centro de organización de microtubulos Punto de anclaje 
cerca del centro de la celula desde donde la mayona de 
los microtubulos se extienden hada fuera. 
centrómero Region del cromosoma especializada que co- 
necta las cromatidas hermanas y las fija al huso mitótico. 
centrosoma Centro de organización microtubular en celulas 
animales, 

chaperona Proteina que facilita el correcto pliegue o en- 
samblaje de otras proteinas. 

chaperonina Familia de proteinas de choque termico den- 
tro de las cuales se produce el pliegue proteico. 

cianobacteria Procariotas mayores y mas complejos en los 
cuales se cree que evolucionó la fotosintesis. 
ciclinas Familia de proteinas que regulan la actividad de 
Cdks y controlan la progreslón a traves del ciclo celular. 
ciclinas (Clns) Giclinas de Ievaduras que controlan el 
paso a traves de START. 

ciclo de Calvin Serie de reacctones mediante las cuales 
seis moleculas de C0 2 se transforman en glucosa. 
ciclo del glioxilato Conversión de acidos grasos a carbohi- 
dratos en vegetales. 

ciclo de Krebs Ver ciclo de acido cttrico. 
ciclo del acido cftrico Serie de reacciones en las cuales el 
acetil CoA se ox«da a CG ? . Ruta central del metabolismo 
oxidativo. 

eilio Proyección de la membrana plasmatica, constituida por 
microtubulos, que mueve a la celula a traves de fluidos o 
al fluido sobre la celula. 

cinetocoro Estructura especializada constituida por protei- 
nas sujetas a un centrómero y gue interviene en la fijación 
y movimiento de los cromosomas a Jo largo del huso miłó- 
tlco. 
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cinturón de adhesión Estructura eon forma de cinturón en 
torno a las celulas epiteliales, en las que un haz contraeti! 
de filamentos de actina esta asociado a la membrana 
plasmśtica. 

citocalasina Farmaco que bloquea !a elongación de los fila- 
mentos de actina. 

citocromo c Una proteina periferica de la membrana mito- 
condrial que transporta electrones durante la fosforilación 
oxidativa. 

citocromo oxidasa Complejo proteino de la cadena de 
transporte electrónico que acepta electrones desde el ci¬ 
tocromo c y los transfiere al 0 2 . 
citómetro de flujo Instrumento que mide la intensidad de la 
fluorescencia de ceiulas individuales. 
citoquinas Factores de crecimiento que regulan a las celu- 
las sanguineas y linfocitos. 

citoguinina Mormona vegetal que reguła la división celular. 
ciloclnesis División de una celula tras la mitosis o meiosis. 
citosina Pirimidina que se ompareja eon guanina. 

citoesqueleto Red de filamentos proteicos que se extiende 
a traves del citoplasma de las celulas eucariotas. Propor- 
clona el armazón estructural de la celula y es responsable 
de los movimtentos celulares. 

clatrina Proteina que revlste la superticie citoplasmatica de 
las membranas celulares, se ensambla en celosias en for¬ 
ma de cesta y dirige la formación de vesiculas, 
clon molecular Vease molecula recombinante. 
clonación molecular Inserción de un fragmento de ADN de 
interes en una molecula de ADN (vector) que es capaz de 
replicación independiente en una celula huesped. 
clonación reproductiva Empleo de la transferencia nuclear 
para crear un organismo clonado. 
clonación terapeutica Procedimiento en el que la transfe¬ 
rencia nuclear en oodtos podria utilizarse para producir 
celulas mądre embrionanas para su uso en la terapia de 
trasplante. 

clorofila Pigmento fotosintetico principal de celulas vege- 
tales. 

cloroplasto Organulo responsable de la fotosintesis en las 
celulas de plantas y algas verdes. 
c-myc Protooncogen que codifica un factor de transcripción 
y freeuentemente es activado por la translocación cromo- 
sómica o la amplificación genica en tumores humanos. 
código de histonas Combinaciones de modificaciones es- 
pecificas de las histonas que se cree que regulan la activi- 
dad transcripcional de la cromatina 
código genetico Correspondencia entre tripletes de nu- 
cleótidos y aminoaoidos en las proteinas. 
codón Unidad baslca del código genetico; uno de los 64 tri¬ 
pletes de nucleótidos que codifican un aminoacido o una 
secuencia de terminación. 

coenzima A (CoA) Coenzima que actua como transporta- 
dor de grupos acetilo en reacciones metabólicas. 
coenzima Q Pequeha molecula liposoluble que transporta 
electrones entre complejos proteicos en la cadena de 
transporte electrónico mitocondrial 


coenzimas MoJeculas organlcas de bajo peso molecular 
que trabajan junto eon las enzimas para catalizar reaccio¬ 
nes biológicas. 

cohesinas Complejo de proteinas que mantienen la cone- 
xión entre cromatidas hermanas. 
cola de poli-A Extensión de aproximadamente 200 nucleó¬ 
tidos de adenina que se anade a los extremos 3’ de los 
ARNms eucariotas. 

colageno Principal proteina estructural de la matriz extrace- 

lular 

colcemida Farmaco que inhibe la polimerización de micro- 
tubulos. 

colchicina Farmaco que inhibe la polimerización de miero- 
tubulos, 

colenquima Ceiulas vegetales caractertzadas por gruesas 
paredes celulares; proporcionan apoyo estructural a la 
planta. 

colesterol Lipido constituido por cuatro anillos hidrocarbo- 
nados, Ei colesterol es el principal constituyente de las 
membranas plasmatlcas de celulas animales y es el pre- 
cursor de hormonas esteroideas. 
complejo ARP 2/3 Complejo proteico que se une a los fila¬ 
mentos de actina e inicia la formación de ramificaciones. 
complejo de unión Region de contacto celula-celufa que 
contiene una unión estrecha, una unión adherente y un 
desmosoma. 

complejo del citocromo bf Complejo proteico de la mem¬ 
brana del tilacoide que transporta electrones durante la fo¬ 
tosintesis. 

complejo del origen de replicación (ORC) Complejo pro¬ 
teico que inicia la replicación del ADN en los puntos de 
origen en Ievaduras. 

complejo del poro nuclear Gran estructura que forma un 
canal de transporte a traves de la envuelta nuclear. 
complejo promotor de la anafase Ubiguitina ligasa que de- 
sencadena la progresión de la metafase a la anafase me- 
diante la senalización de la degradación de ciclina B y co¬ 
hesinas. 

complejo sinaptonemico Estructura proteica en forma de 
cremallera que se forma a lo largo de los cromosomas ho- 
mólogos emparejados durante la meiosis. 
complejo Tic Complejo de translocación proteica de la 
membrana interna del cloroplasto. 
complejo Tim Complejo de translocación proteica de la 
membrana mitocondrial interna, 
complejo Toc Complejo de translocación proteica de la 
membrana externa del cloroplasto. 
complejo Tom Complejo de translocación proteica de la 
membrana mitocondrial externa. 
conexina Miembro de la familia de proteinas transmembra- 
na que forma las uniones de tipo gap. 
corrección de pruebas Retirada selectiva de bases mai 
apareadas por parte de la ADN polrmerasa* 
correpresor Proteina que se asocia eon represores para in- 
hibir la expresión genica, a menudo modificando la estruc¬ 
tura de la cromatina. 
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córtex celular Red de actina sufayacente a la membrana 
plasmatica. 

corticoesteroides Hormonas esteroideas producidas por la 
glandula adrenal. 

cósmido Vector que contiene secuencias del bactenófago 
i, secuencias de resistencia a antibioticos, y un origen de 
repficación. Puede acomodar grandes insertos de ADN de 
incfuso 45 kb, 

CREB Proteina de unión al elemento de respuesta al AMR 
cielico. Un factor de transcripdón que se activa por acción 
de la proteina quinasa dependiente de AMPc. 

cremallera de leucina Dominio de dimerización proteino 
que contiene restos repetidos de leucina; se eneuentra en 
muchos factores de transcripdón, 

cresta Pliegue en la membrana mitocondrial interna que se 
extiende dentro de la matriz, 

criofractura Metodo de microscopfa electrónica que consis- 
te en que las rnuestras se congelan en nitrógeno liquido 
y despues se fracturan para escindir Ja bicapa lipidica, 
mostrando asi las caras internas de Jas membranas cefa¬ 
la res, 

cristalograffa de rayos X Metodo en ei que e! patron 
de difracción de rayos X es utifizado para determinar la 
organización de los atomos individuales dentro de una 
molecula. 

cromatina Comptejo fibroso de ADN eucariota y proteinas 
histonas. Vease histonas, nucleosoma, y cromatosoma. 
cromatografia de afinidad de ADN Metodo empleado para 
aislar proteinas de unión al ADN basado en su unión a 
secuencias especificas de ADN, 
cromatosoma Subunrdad de cromatina que consta de 166 
pares de bases de ADN enrolladasalrededorde un nucleo 
de histona y mantenidas en su posición por un eonector a 
la histona. 

cromoplasto Plastido que contiene earotenoides. 

cromosoma artificial bacteriano (BAC) Tipo de vector em¬ 
pleado en la clonadón de fragmentos grandes de ADN en 
bacterias. 

cromosoma artificial de levadura (YAC) Vector que puede 
ser replicado como un cromosoma en celulas de Jevadura 
y que puede acomodar inserdones muy grandes de ADN 
(de cientos de kb). 

cromosoma artificial PI (PAC) Vector empleado para la 
clonadón de fragmentos grandes de ADN en E. coli. 
cromosoma pofitenico Cromosoma giganta encontrado en 
algunos tejidos de Drosophiia que surge de la replicadón 
repefida de hebras de ADN que no se separan entre si. 
cromosomas Estructuras poriadoras de los genes, consis- 
tentes en moieculas largas de ADN y proteinas asociadas. 
cuerpo basa! Estructura similar a un centriolo que inicia ef 
crecimiento de los microtubulos axonemicos y anda los 
ciJios y flagelos a la superficie de la celufa. 

cuerpo polar Celula pequeria formada por la drvisión celular 
asimetrica que sigue a la meiosis de los oocitos. 

cultivos primarios Cultivos celulares establecidos a partir 
de un tejido. 


decaimiento mediado por ARNm sin sentido Degrada- 
ción de ARNm que carecen de marcos de lectura abiertos 
completos. 

desmina Una proteina de los filamentos intermedios expre- 
sada en celulas musculares. 

desmosoma Region de contacto entre celulas epiteliales en 
la cuaf los filamentos de queratina se andan a la membra¬ 
na plasmatica. Ver tambien hemidesmosoma, 
2’-desoxirribosa Azucar de cinco atomos de carbono que 
se eneuentra en el ADN. 

diacilglicerol Mensajero secundario formado por la hidróli- 
sis de PiP 3 , que activa la proteina quinasa C. 
diacinesis Estadio finał de la profase de la meiosis I durante 
la cual los cromosomas se condensan por compfeto y la 
celula progresa a metafase. 

Dictyostelium diseoideum Eucariota unicelular empleado 
para estudios de movimiento celular y sehalización celula- 
celula. 

didesoxmucleótidos Nucleótidos que carecen def grupo hi- 
droxilo en 3’ y que se empJean como nucleótidos termina- 
dores de cadena en la secuenciación de ADN. 
difusión facilrtada Transporte de moieculas a trave$ de una 
membrana mediante proteinas transporfadoras o de canal. 
difusión pasiva Difusión de pegueńas moieculas hidrofobi- 
cas a traves de una bicapa fosfoiipidica. 
dimero de pirimidina Forma comun de lesión en el ADN 
causada por fa luz UV donde las pirimidinas adyacentes 
se unen para formar un dimero. 

dinerna Proteina motora que migra a lo largo de Jos microtu¬ 
bulos hacia el extremo negativo. 

dinerna axonemica Tipo de dinerna que se eneuentra en 
eilios y flagelos. 

dineina citoplasmica Forma de la dineina que se asocia 
eon los microtubulos en el citopfasma, 

dipioide Organismo o celula que porta dos copias de cada 
cromosoma. 

diploteno Estadio de la meiosis J donde los cromosomas 
homólogos se separan fongitudinalmente pero permane- 
cen asociados en el guiasma. 

distrofina Proteina citoesqueletica de ias celulas muscu/a- 

res. 

dogma central Concepto de que fa información genetica flu- 
ye de ADN a ARN y a proteinas. 
dolicol fosfato Molecula lipidica del reticulo endoplasmśti- 
co sobre la que se unen los oligosacaridos para la glicosi- 
fación de las proteinas. 

dominantę Alelo que determina el fenotipo de un organismo 
cuando mas de un alelo esta presente. 

dominio apical Superficie fibrę expuesta de una celula epi- 
telial polarizada. 

dominio basolateral Region superficial de una celula epita¬ 
fia! polarizada que esta en contacto eon cólulas adyacen¬ 
tes o eon la matriz extracelular. 
dominio de dedo de zinc Tipo de dominio de unión de ADN 
constituido por bucles que contienen restos de cisteina e 
histidina, a los que se unen Jones de zinc. 
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dominio PTB Dominio proteico que se une a los peptidos 
que conti enen fosfotirostnas. 

dominio SH2 Dominio proteico de aproximadamente 100 
aminoacldos que se une a peptidos que contienen fosfoti- 
rosina. 

dominios Regiones compactas y globulares de las proteinas 
que son las unidades basicas de la estructura terciaria. 

Drosophita mełanogaster Especie de mosca de la fruta co- 
munmente empleada para estudios de genetiea y desarro- 
llo ani mai, 

E2F Familia de factores de transcripción que regulan la ex- 
presión de genes impficados en la progresión del ciclo ce- 
lular y la repiicación del ADN. 

ecdisona Hormona esteroidea de insectos que desencade- 
na la metamorfosis. 

ectodermo Capa externa germinai; da lugar a tejidos que 
incluyen la piel y et sistema nervioso. 

ecuación de Nernst Relación entre concentración iónica y 
potencjał de membrana. 

edición de A RN Procesos de tratamiento del ARN distintos 
del splicing que alteran las secuencias de los ARMm que 
codifican proteinas, 

eicosanoide Clase de lipidos, incluyendo prostagiandinas, 
prostaciclinas, tromboxanos f y leucotrienos, que actuan 
en senalización autocrina y paracrina, 

elaioplastos Plasticos que almacenan lipidos. 

elastina Componente principal de las fibras elasticas. 

electroforesis en gel Metodo en ef que se separan molecu- 
las en base a su migración en un campo eiectrico. 

electroforesis en gel de SDS-poliacrilamrda Metodo co- 
munmente usado para la separación de proteinas por 
electroforesis en gel en función de su tamano. 

electroporación Introducción de ADN en celulas mediante 
su exposición a un breve pulso eiectrico. 

elemento de control que actua en cis Secuencia de ADN 
reguladorquestrvede sitiode uniónde proteinas y contro- 
la la transcripdón de los genes adyacentes. 

etemento de respuesta al AMPc {CRE) Secuencia regula- 
dora que media la respuesta transcripcional de los genes 
diana af AMPc. 

elemento de respuesta al suero (SRE) Secuencia regula¬ 
cjo ra que es reconocida por el factor de respuesta al suero 
y que media la inducción transcripcional de diversos ge¬ 
nes inmediato-tempranos en respuesta a la estimulación 
por factores de crecimiento. 

etemento semejante a un retrovirus Retrotransposón que 
es estructuralmente similara un retrovirus. 

elemento transponible Vease transposón. 

Elk-1 Factor de transcripción que es activado por la fosforila- 
dón de ERK e induce la expresión de genes inmediatos- 
tempranos. 


encaje inducido Modelo de aceton enzimatica en el que las 
configuraciones tanto de la enzlma como del sustrato se 
modifican por la unión de! sustrato. 

encef a I i na Ne uropeptido q ue actua como un analgesico na- 
tural, 

endocitosis Entrada de materiał extracelular en vesfculas 
formadas a partir de la membrana plasmatica. 

endocitosis en fasę fluida Entrada no $electiva de ffuidos 
extrace!ulares durante la endocitosis. 

endocitosis mediada por receptor Entrada selectiva de 
macromoleculas que se unen a receptores de la superficie 
celular* que se concentran en depresiones revestidas por 
clatrina. 

endodermo Capa interna germinai; da lugar a los órganos 
intern os, 

endonucleasa AP Enzima de reparaclón del ADN que corta 
en puntos próximos a sitios apinmidinicos o apunnicos en 
el ADN. 

endonucleasa de restricción Enzima que corta el ADN en 
una secuencia especifica. 

endorfina Neuropeptido que actua como un analgesico na¬ 
tura!. 

endosoma Compartimento vesicular implicado en la clasifi- 
cación y transporte a fos lisosomas del materiał tornado 
por endocitosis. 

endosimbiosis Relación simbiótica en donde una cel ula re- 
side en el interior de una celula mayor. 

energia de activación Energia requerida para efevar una 
mol ecu la a su estado de transición para llevar a cabo una 
reacción quimica. 

energia librę de Gibbs (G) Función termodinamica que 
combina los efecfos de la entalpia y la entropia para pre- 
decir la dirección energeticamente favorab!e de una reac¬ 
ción quimica. 

enfermedades del almacenamiento de los lisosomas Fa¬ 
milia de enfermedades caracterizadas por la acumulación 
de materiał sin degradar en los lisosomas de los indivi- 
duos afectados. 

enlace fosfodiester Enlace entre el fosfato 5 r de un nucleó- 
tido y el hidroxilo 3' de otro. 

enlace glicosidico Enlace formado entre restos de azucar 
en oligosacaridos o polisacaridos. 

enlace peptidico Enlace que une aminoacidos en las cade- 
nas polipeptidicas. 

enlaces de alta energia Enlaces guimicos que liberan una 
gran cantidad de energia librę cuando se hidrolizan. 

ensayo de desplazamiento de la movilidad electroforeti- 

ca Ensayo para la unión de una proteina a una secuencia 
especifica de ADN. 

entactina Proteina de la matriz extracelular que interaccio- 
na eon Jas lamininas y eon el colageno de tipo IV en la 
lamina basa!. 

erwoltura nuclear Barrera que separa el nucleo del cito- 
plasma, compuesta de una membrana interna y otrą ex- 
terna, una lamina nuclear y complejos de poro nuclear. 
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enzimas Proteinas o ARNs que catalizan reacciones bioló- 
gicas. 

Erb A Protooncogen que codifica un receptor de la hormona 
tiroidea. 

erbB-2 Protooncogen que codifica un receptor proteina tiro- 
sina-quinasa que frecuentemente esta amplificado en los 
carcinomas mamario y ovarico. 
eritrocitos Glóbulos rojos sanguineos. 

ERK Miembro de la familia de las qumasas MAP que juega 
un papel centra! en la proliferación celular inducida por 
factores de crecimiento. 

Escherichia coli (E. co fi) Especie de bacterias que ha sido 
ampliamente utilizada como sistema modefo para la biolo¬ 
gia molecutar. 

escinucleasa Complejo proteico que escinde el ADN dańa- 
do durante la reparación por escisión de nucleótidos en 
bacterias, 

esfingorrtielina Fosfolfpido constituido por dos cadenas hi- 
drocarbonadas unidas a una cabeza polar que contiene 
serina, 

espectrina Una de las principales proteinas de fijación de la 
actina del córtex celular. 

espliceosomas Complejos grandes de ARNsn y proteinas 
que catalizan el spticing de pre-ARNm. 
estado de transie ión Estado energetico elevado a trave$ del 
cual deben pasar los s ust rato s durante el curso de una 
reacción enzimatica. 

esteres de forbol Clase de promotores de tumores que esti- 
mulan a la proteina guinasa C al actuar como analogos de! 
diacilglicerol. 

estereocilio Mieroveflosidad especializada de las cel u las 
auditivas. 

estimulación autocrina del crecimiento Estimulación de 
la proliferación celular como resuftado de la producción de 
un factor de crecimiento por parte de una celula que res- 
ponde a dicho factor. 

estrógeno Hormona esteroidea producida por los ovartos. 
estrom a Gompartimento de fos clorcplastos que se eneuen- 
tra entre la envuelta y ta membrana tilacoidea. 
etileno Hormona vegetal responsabte de la maduración de 
la fruta. 

etioplasto stadio intermedio del desarrollo del cloroplasto 
en el que la clorofila no se ha sintetizado. 
estructura cuaternaria Interacciones entre cadenas poli- 
peptidicas en las proteinas que estan constituidas por 
mas de un polipeptido. 

estructura primaria Secuencia de aminoacidos en una ca- 
dena pollpeptidica. 

estructura secundaria Disposlción regularde los aminoaci¬ 
dos dentro de regiones localizadas de una cadena poli¬ 
peptidica. Ver a-helice y lamina /I 
estructura terciaria Pliegue tridimensional de una cadena 
polipeptidica que confiere a la proteina su forma funcionai. 
eubacterias Uno de los dos grupos principales de procario- 
tas r incluyendo las especies mas comunes de bacterias. 


eucromatina Cromatina interfasica descondensada y trans- 
cripctonalmente activa. 

exón Segmento de un gen que contiene una secuencia codi- 
ficante, 

exonucleasa Enzima que hidroliza moleculas de ADN tanto 
en dirección 5 1 a 3 ł como 3 ! a 5'. 
exportina Receptor proteico que reconoce seńales de ex- 
portación nuclear y dirige el transporte desde el nucleo al 
citosol. 

expresión transitoria Expresión de ADN plasmidico no in- 
tegrado que se ha iniroduddo en celulas cultivadas. 

FAK (ąuinasa de adhesión focal) Proteina-tirosina quina- 
sa no receptora que desempeha un papel clave en la se- 
halización de las integrinas. 

factor citostatico (CSF) Factor citoplasmico que detiene la 
meiosis de! oocito en la metafase II. 
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) 

Factor de crecimiento liberado desde las plaquetas en la 
coagulación sanguinea para estimular ta proliferación de 
los fibroblastos. 

factor de crecimiento epidermico (EGF) Factor de cremi- 
miento que estimula la proliferación celular. 
factor de crecimiento transformante/i (TGF-/1) Factor de 
crecimiento polipeptidico que generalmente inhibe la proli¬ 
feración de las celulas animales. 
factor de elongación Proteina implicada en la fasę de elon- 
gación de la transcripción o traducción, 
factor de liberación Proteina que reconoce a los codones 
de terminación y finaliza la traducclón del ARNm. 
factor de necrosis tumoral (INF) Factor de crecimiento 
polipeptidico que induce a la muerte celular programada. 
factor de respuesta al suero (SRF) Factor de transcripción 
que se une al elemento de respuesta al suero. 
factor de transcripción Proteina que reguła la actividad de 
la ARN polimerasa. 

factor promotor de maduración (MPF) Complejo de Cdc2 
y cieli na B que promueve la entrada en la fasę M T tanto de 
la mitosis como de la meiosis. 
faclores asociados a TBP (TAFs) Polipeptidos asociados 
eon TBP en el factor de transcripción generał TFIID. 
factores de crecimiento Polipeptidos que controlan el cre¬ 
cimiento de la celula animal y su diferenciación. 
factores de crecimiento anclados a la membrana Facto¬ 
res de crecimiento asociados a la membrana plasmatica 
que actuan como moleculas de senalización durante el 
contacto celula-cefula. 

factores de crecimiento neuronales (NGF) Factor de cre¬ 
cimiento polipeptidico que reguła el desarrollo y supervr- 
vencia de las neuronas, 

factores de remodelación del nucleosoma Proteinas que 
alteran la estructura de la cromatina, permitiendo a los 
factores de transcripción unirse al ADN nucleosomal, 
factores de transcripción generales Factores de trans¬ 
cripción que forman parte de la maguinaria generał de 
transcripción. 
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factores frans-actiuadores Proteinas reguladoras de la 
transcripción. 

fagocitosis Entrada de particulas grandes, como bacterias, 
a la cefula. 

fagolisosoma Lisosoma que se ha fusionado eon un fago- 
soma o un autofagosoma. 

fagosoma Vacuola que contiene una particula internalizada 
por fagocitosis. 

fatoidina Farmaco que se fija a fos filamentos de actina y 
previene su desensamblaje. 

familia genica Grupo de genes relacionados que han surgi- 
do a partir de la duplicación de un ancestro comun. 
fasę Fasę del ciclo celular entre el finał de la mitosis y el 
connienzo de la sintesis de ADN. 
fasę G 2 Fasę del ciclo celular entre el finał de la fasę S y el 
connienzo de la mitosis. 
fasę M Fasę mitótica del ciclo celular. 
fasę S Fasę del ciclo celular durante la cual se produce la 
replicación del ADN. 

fenotipo Aparienda fisica de un organismo, 
fibras elastlcas Fibras proteicas que estan presentes en la 
matriz extracelular de los tejidos conectivos en órganos 
que se deforman y despues vuelven a su forma odginał, 
fibras musculares Celulas grandes del musculo esqueleti- 
co, que se forman por la fusión de muchas celulas indivF 
duales durante el desarrollo. 

fibrillas de colageno Fibrillas formadas por el ensamblaje 
de moleculas de colageno en una organización ©scalona- 
da regular, 

fibroblasto Tipo de celula que se eneuentra en el tej ido co- 
nectivo. 

fibronectina Principal proteina de adhesión de la matriz ex- 
tracelular. 

fijación de nitrógeno Reducción del nitrógeno atmosferico 
(N 2 ) a NH 3 . 

filamento intermedio Filamento citoesquelefico de aproxi- 
madamente 10 nm de diametro que proporciona fuerza 
mecanicaa las celulas en los tejidos. Vease tambien que- 
ratinas y neurofilamentos. 

fitamina Proteina de unión a la actina que entrelaza filamen¬ 
tos de actina para for mar redes, 
filopodio Proyecdón delgada de la membrana plasmatica 
soportada sobre haces de actina. 
flagelo Proyección eon base microtubular de la membrana 
plasmatica que es responsabfe de movimiento celular. 
flavfn adenin dinucleótido (FADH 2 ) Coenzima que actua 
como transportador electrónico en reaceiones de oxida- 
ción/reducción. 

flujo electrónico cielico Ruta de transporte electrónico 
asociada al fotosistema I que produce ATP sin la sintesis 
de NADPH. 

fodrina Espectrina no eritroide. 

Fos Factor de transcripción, codificado por un protoonco- 
gen, que es inducido en respuesta a la estimulación por 
factores de crecimiento. 


fosfatidilcolina Fosfolfpido del glicerol eon una cabeza for- 
mada a partir de la coli na. 

fosfatidiletanolamina Fosfolipido del glicerol cuya cabeza 
esta formada a partir de la etanolamina. 
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI 3-guinasa) Componente 
fosfolipfdico secundario de la cara interna de la membrana 
plasmatica. Las hormonas y los factores de crecimiento 
estimulan su hidrólisis mediante la fosfolipasa C, dando 
lugar a segundos mensajeros como el diacilglicerol y el 
inositol trifosfato. 

fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP 2 ) Componente fosfoli- 
pidico menor de la parte interna de la membrana plasmati- 
ca. Las hormonas y factores de crecimiento estimulan su 
hidrólisis por fosfolipasa c, produciendo los segundos 
mensajeros diacilglicerol e inositol trifosfato. 
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP 3 ) Segundo mensaje- 
ro formado por la fosforilación de PIP a , 
fosfatidilserina Fosfolipido del glicerol eon una cabeza for¬ 
mada a partir de la serina. 

fosfolipasa C Enzima que hidroliza PIP 2 para formar los se¬ 
gundos mensajeros diacilglicerol e inositol trifosfato. 
fosfolrpidos Componentes principales de las membranas 
celulares T que constan de dos cadenas hidrocarbonadas 
(generalmente acidos grasos) unidas a una cabeza polar 
que contiene fosfato. 

fosforilación Adición de un grupo fosfato a una molecula. 
fosforilación oxidativa Sintesis de ATP a partir del ADP. 
que esta acoplada a la transferencia, energeticamente fa- 
vorab!e, de electrones a un oxfgeno molecular. Este actua 
como aceptor finał en una cadena de transporte electró¬ 
nico, 

fotorreactivaeión Mecanismo de reparación del ADN don- 
de se emplea energia solar para escindir los dimeros de 
pirimidina. 

fotosintesis Proceso mediante el cual las celulas aprove- 
chan la energia de la luz solar y sintetizan glucosa a partir 
de CO, y agua, 

fotosistema I Complejo proteino de la membrana del tilacoi- 
de que emplea la energia absorbida de la luz solar para 
sintetizar NADPH. 

fotosistema II Complejo proteico en la membrana del tila- 
coide que usa la energia absorbida de la luz solar para 
sintetizar ATP 

fragmentos de 0ka2aki Fragmentos cortos de ADN que se 
un en para formar la hebra retrasada de ADN. 

G q Estado de reposo en e! que las celulas permanecen me- 
tabólicamente activas pero no proliferan, 
gen Segmento de ADN que codifica una cadena polipeptfdi- 
ca o una molecula de ARN. 

gen supresor de fumores Gen cuya inactivación conduce 
al desarrollo de un tumor, 

genes i n med iato-tempranos Fam ilia de genes cuya t rans- 
cripción es inducida rśpidamente en respuesta a la esti¬ 
mulación por factores de crecimiento, 
geoetica inversa Analisis de la función genica por la intro- 
ducción de mutaciones en un gen clonado. 
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genotipo Composidón genetica de un organismo. 
g i bereł i na Mormona vegetal. 

glioxisoma Peroxisomas en los que tienen lugar las reac- 
ciones del ciclo del glioxiiato. 

glicerol fosfolipidos FosfoNpidos que consisten en dos ści- 
dos grasos unidos a una molecula de glicerol. 
glicocalix Revestimfento carbohidratado que recubre la su- 
perficie celular. 

glicolipido Lipido q ue consta de dos cadenas hidrocarbo- 
nadas unidas a una cabeza polar que contiene carbobi- 
dratos. 

glicoprotema Proteina unida a oligosacaridos. 
glicosaminoglicano (GAG) Polisacarido de la matriz extra- 
celular, constituyente de geles. 
glicosMaelón Adición de carbohidratos a las proteinas. 
glucocorticoide Esteroide producido por la glandula adrenal 
que actua para estimufar la produccion de glucosa. 
glucógeno Roli mero de restos de glucosa que es la Princi¬ 
pal fuente de almacenamiento de carbohidratos en los 
animales, 

glucolisis Degradación anaeróbica de glucosa. 
gluconeogenesrs Sintesis de glucosa. 

GMP cielico (GMPc) Guanosina monofosfato donde el gru¬ 
po fosfato esta covalentemente unido a los atomos de car- 
bono 3' y 5\ formando una estructura cielica; importante 
segundo mensajero en la respuesta de las celulas a una 
yariedad de hormonas y en la visión. 

GMPc fosfodiesterasa Enzima que degrada GMPc. 
gradiente electroquimico Diferencia en la concentración 
quimica y en el potencial electrico a travśs de una mem¬ 
brana. 

granulocitos Celulas sanguineas que estan implicadas en 
reacciones inflamatorias, 
grasas Vease triadlgliceroies. 

grupos prosteticos Pequehas moleculas unidas a fas pro- 
teinas. 

guanina Purina que se empareja eon citosina. 
guanilato cielasa Enzima que cataliza la formación de 
GMP cielico a partir de GTP, 

haces contrach les Haces de filamentos de actina que inte- 
raccionan eon la miosina II y son capaces de contracción. 
haploide Organismo o celuia que presenta una copia de 
cada cromosoma. 

baz de actina Filamentos de actina que se entreeruzan en 
formaciones densamente empaquetadas, 
hebra directora Hebra de! ADN sintetizada de forma conti¬ 
nua en la direccidn de avance de la horquilla de reptica- 
ción. 

hebra retrasada Hebra del ADN sintetizada de forma opues- 
ta a la dirección de avance de la horquilla de repłicación, 
mediante la unión de los fragmentos de Okazaki. 
helicasa Enzima que cataliza el enrollamiento del ADN. 
helice-giro-helice Dominio de unión al ADN de un factor de 
transcripción en el que tres o cuatro regiones en helice 
contactan eon el ADN. 


helice-lazo-helice Dominio de unión a ADN de un factor de 
transcripción formado por la dimerización de dos cadenas 
polipeptidicas. Los dominios de dimerización de estas 
protein as consisten en dos regiones en helice separadas 
por un lazo. 

hemicelulosa Polisacarido que entrelaza microfibrillas de 
eelulosa en las paredes celulares vegetale$. 

hemidesmosoma Region de contacto entre celulas y la ma¬ 
triz extracefulardoncte los filamentos de queratina se unen 
a la integrina* 

hendidura revestida de cłatrina Region especializada de 
la superficie de las membranas celulares que contiene re- 
ceptores para macromoleculas que deben internalizarse 
por mitosis. 

herpesvirus Familia de virus de ADN. algunos de cuyos 
miembros inducen cancer 

herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi Herpesvirus 
humano que causa el sarcoma de Kaposi. 

heterocromatina Cromatina condensada y transcripcional- 
mente ina.ctiva, 

hibridaclón de los acidos nucleicos Formación de mole- 
cutas de dobie hebra de ADN y/o ARN por apareamiento 
de bases complementarias. 

hibridacion fluorescente in situ (FISH) Metodo empleado 
para localizar genes en los eromosomas, empleando son- 
das fluorescentes. 

hibridación in situ Uso de sondas radioactivas o fluores- 
centes para detectar secuencias de ARN o ADN en ex- 
tractos celulares, cromosomas, o celulas intactas. 

hidrofilico Soluble en agua. 

hidrofóbico No soluble en agua. 

hipótesis SNARE Hipótesis de que la fusión vesicular esta 
mediada por pares de protefnas transmembrana (SNA- 
REs) en las membranas uesicular y diana. 

histonas P rotę i nas que empaquetan el ADN en los cromo- 
somas eucariotas. 

hoja/i Estructura secundaria en forma de lamina de una ca- 
dena polipeptidica, formada por enlaces de hidfógeno en¬ 
tre aminoacidos localizados en diferentes regiones del po- 
lipeptido, 

homeobox (caja homeótica) Secuencias de ADN eonserva- 
das de 180 pares de bases que codifican los homeodomi- 
nios, 

homeodominio Tipo de dominio, de unión al ADN, que se 
eneuentra en los factores de transcripción que regulan la 
expresión genica durante el desarrollo embrionario. 

hormona peptidica Molecula sehalizadora compuesta por 
aminoacidos. 

hormona tiroidea Hormona sintetizada a partir de la tirosina 
en la glandula tiroides, 

hormonas Moleculas de sehalización produddas por las 
glandulas endocrinas que actuan sobre celulas en fugares 
distantes del cuerpo. 

hormonas esteroideas Grupo de hormonas hidrofóbicas 
que derivan del cole sterol. 
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łiormonas vegetales Grupo de pequeńas moleculas que 
coordinan Jas respuestas de los tejidos vegetales a las se- 
ńales medioambientales. 

horquilla de replicación Region de la smtesis de! ADW 
donde las hebras parentales se separan y crecen dos nue- 
vas hebras hijas, 

huso mitótico Formación de microtubulos que se extienden 
desde los polos del huso y que es responsable de la sepa- 
ración de los cromosomas hermanos durante la mitosis. 
Vease tambien microtubulos cinetocóricos, microtubulos 
polares y microtubulos astrales. 

importina Receptor proteico que reconoce seńales de loca- 
lización nuclear y dirige la importadón nuclear, 
impronta genómica Regulación de los genes cuya expre- 
sión depende de si han sido heredados por parte de la 
mądre o del padre, aparentemente regulada por la metila- 
ción del ADN. 

inactivación del cromosoma X Mecanismo de compensa- 
ción de la dosis en el que la mayoria de los genes de uno 
de los cromosomas X se inactivan en las celulas terneni- 
nas. 

inestabilidad dinamica Alternación de los microtubulos en- 
tre ciolos de cred m lento y degradación. 
inhibición de contacto Inhibidón del movimiento o de la 
protiferación de celulas normales como resultado de un 
contacto celula-celuia. 

inhibición dependiente de la densidad Gese de la proiife- 
ración de celulas normales en cu!tivo a una determlnada 
densidad celular. 

inhibición por retroalimentación Tipo de regulación alos- 
terica en donde el producto de una ruta metabóiica inhibe 
la actividad de una enzima implicada en su sintesis. 
inhibrdor de Cdk (CKI) Familia de proteinas que fijan Gdks 
e inhiben su actividad. 

iniciación tu morał Primer paso en el desarrotfo de un tu- 
mor, resultante de la proliferación anormal de una sola ce- 
lula, 

inmunoglobulina Vease anticuerpo. 
inmunoprecipitación Empleo de anticuerpos para aislar 
proteinas. 

inmunotinción Metodo que emplea anticuerpos para detec- 
tar proteinas que han sido separadas por electroforesis en 
ge! de SDS-poiiacrilamłda, 

inositol 1,4,5-trifosfato <IP 3 ) Segundo mensajero, formado 
por la hidrólisis de PIP 2 , que sehala la liberación de lones 
de calcio desde e! reticulo endoplasmatico. 
integrina Proteina transmembrana que interviene en la ad- 
hesión de las celufas a la matriz extracelular. 
interacción heterofifica Interacción entre dos tipos diferen- 
tes de moleculas de adhesión celular. 
interacción homofiltca Interacción entre moleculas de ad¬ 
hesión celular del mismo tipo. 

intercambro rotatorio Gomportamiento dinamico de los fi- 
lamentos de actina y los microtubulos, en el que la perdida 
de subunidades en un extremo del filamento se equilibra 
por su adición en el otro extremo. 


interfase Periodo del cido celular entre dos mitosis que in- 
cluye las fases G r S, y G 2 . 

interferencja de ARN (ARNi) Degradación dei ARNm por 
moleculas de ARN cortas, de dobie hebra y homóiogas. 

intrón Secuencia no codificante que interrumpe los exones 
en un gen. 

Jun Factor de transcripción, codificado por un protoonco- 
gen, que es activado en respuesta a la estimulación por 
factores de crecimiento. 

kilobase (kb) Mii nucleótidos o pares de bases de nucleóti- 
dos. 

lameta media Region de la pa red celular vegetal que actua 
como pegamento para mantener unidas las celulas adya- 
centes. 

lamelipodio Amplia extensión de la membrana plasmatica, 
formada a partir de actina, que esta implicada en el movi- 
miento de los fibrobiastos. 

lamina basal Matriz extracelular en forma de lamina que so~ 
porta las celulas epiteliales y rodea las celulas muscula- 
res, celulas adiposas. y nervios perifehcos, 
lamina nuclear Maila de filamentos laminares que propor- 
ciona un soporte estructural al nucleo. 
laminas Proteinas de los filamentos intermedios que forman 
la lamina nuclear. 

lam i ni na Principal proteina de adhesión de fa lamina basal. 
leptoteno Estadio inicial de la larga profase de la meiosis f 
durante la cual los cromosomas homólogos se emparejan 
despues de la condensación. 

leucemia Cancer que aparece en los precursores de las ce¬ 
lulas sanguineas circutantes. 

leucoplasto Plastido que almacena fuentes de energia en 
tejidos vegetales no fotosinteticos. 

Ievaduras Los eucariotas unicelulares mas simples. Las le- 
vaduras son modelos importantes para fos estudios de las 
celulas eucariotas. 

ligando Mofecula que se une a un receptor, 
lignina Po! fi mero de restos fenó!icos que fortalece las parę- 
des celulares secundarias. 

Ifneas celulares Celulas que pueden proliferar indefinida- 
mente en cultivo. 

LINEs (long interspersed elements) Familia de retrotrans- 
posones altamente repetidos en el genoma de los mami- 
feros. 

linfocito Celula sangumea que actua en la respuesta rnmu- 
nitaria. Los linfocitos B producen anticuerpos y fos linfoci- 
tos T son responsables de la inmunidad mediada por celu- 
las. 

linfoma Cancer de celulas linfoides. 
lipoprotema de baja densidad (LDL) Partfcula de lipopro- 
teina que transporta colesterol en la crrculación, 
liposoma Vesicula lipfdica empfeada para introducir AON 
en las celulas de mamifero. 
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lisogenia Infección viral que conduce a la integración de 
una copia inactiva de ADN virico en el genoma celular. 
lisosoma Organulo citoplasmatico que contiene enzimas 
que destruyen pollmeros btoiogicos, 
macrófago Clase de globulo blanco sanguineo espeeializa- 
do en la fagocrtosis. 

macropinocitosis Ingesta de fluidos en grandes ve$iculas. 
MAP guinasas Familia de proteina-serina/treonina quina- 
sas actfvadas por mitógeno que son reguladores ubicuos 
del crecimiento y diferenciación celular. 
mapa de restricción Localización de los sitios de corte de la 
endonucleasa de restricción en una molecula de ADN 
marco de lectura abierto Secuencia de nucleótidos que no 
contiene codones de detención y puede codificar un poli- 
peptido* 

materiał pericentriolar Materia! en el centrosoma que inicia 
el ensambiaje de los microtubulos. 
matriz Espacio interno mitocondriat. 

matriz extracelular Proteinas y polisacaridos secretados 
que rellenan los espacios entre las celulas y que une las 
celulas y los tejidos entre si. 

mediador Complejo de proteinas que permite que los genes 
codificadores de proteinas respondan a los factores regu- 
ladores gen-especifieos, 

megabase (Mb) Un milion de nucleótidos o de pares de ba- 
ses de nucleótidos. 

meiosis División de celulas diploides en una progenię ha- 
ploide, consistente en dos rondas secuenciales de divi- 
sión nuclear y celular. 

membrana de basamento Vease lamina basal. 
membrana plasmatica Bicapa fosfolipidica eon proteinas 
asociadas que rodea la celula. 
membrana del tilacoide Membrana mas interna de los clo- 
roplastos y que es el sitio donde tiene lugar el transporte 
electrónico y la sintesis de ATP. 
membranas nucleares Membranas que forman la envuelta 
nuclear; la membrana nuclear externa continua por el retf- 
culo endoplasmatico y la membrana nuclear interna es ad- 
yacente a la lamina nuclear. 

mesodermo Capa media germinal; da lugar a los tejidos co- 
nectlvos y al sistema hematopoyetico 
metabolismo oxidativo Empleo del oxigeno molecular 
como aceptor de electrones en la degradaclón de molecu- 
!as organicas. 

metafase Fasę de la mitosis duranfe la cual los cromoso- 
mas $e alinean en la płaca metafasica en el centro de la 
celula. 

metastasis Propagación de las celulas cancerigenas des- 
de la sangre o el sistema linfatico a otros lugares del orga- 
nismo. 

microarray de ADN Portaobjetos de cristal o un filtro sobre 
el que se imprimen oligonucleótidos o fragmentos de 
ADNc eon una e!evada densidad, permitiendo el analisis 
simultaneo de miles de genes medianie hibridación del mi¬ 
erna rray eon so nd a s f I u o resce nt es. 


microfibrillas de celulosa Fibras de las paredes celulares 
vegetales que se forman por la asociación de varias doce- 
nas de cadenas paralelas de celulosa. 
microfilamento Filamento citoesqueletico compuesto de 
actina. 

microscopia confocal Forma de microscopia en la que se 
combina la microscopia de fluorescencia eon el analisis 
electrónico de la imagen para obtener imagenes eon un 
contraste y detalle elevados. 

microscopia de campo ctaro Forma mas sencilla de mi- 
croscopia luminica, en la que la luz pasa directamente a 
traves de una cel uła¬ 
mie roscopia de contraste de fases Tipo de microscopia 
en el que las variaciones en la densidad o el grosor entre 
partes de la celula se convierten en diferencias de con¬ 
traste en la imagen finał. 

microscopia de contraste por interferencja diferencia! 

Tipo de microscopia en el que las variaciones de la densi¬ 
dad o el grosor entre partes de la celula se convierten en 
diferencias de contraste en la imagen finał, 
microscopia de excitación multifotónica Forma de mi¬ 
croscopia de fluorescencia en la que la muestra es ilumi¬ 
nacja. eon una luz de longitud de onda tal que la excitadón 
del colorante fluorescente requiere de la absorción simul- 
tanea de dos o mas fotones, 

microscopia de fluorescencia Tipo de microscopia en el 
que las moleculas son detectadas on base a la emisión de 
luz fluorescente. 

microscopia eiectrónica Tipo de microscopia que emplea 
un rayo de electrones para formar una imagen. En la mi¬ 
croscopia eiectrónica de transmisión. un rayo de electro¬ 
nes pasa a traves de una muestra marcada eon metales 
pesados. En la microscopia eiectrónica de barrido, los 
electrones dispersados por la superficie de la muestra se 
analizan para generar una imagen tridimensionaL 
microscopia eiectrónica de barrido Vease microscropia 
eiectrónica. 

microscopia eiectrónica de transmisión Vease microsco- 
pia eiectrónica. 

microscopia favorecida por video Uso combinado de ca- 
maras de vldeo eon microscopia luminica para permitir la 
visualización de objetos pequenos. 
micropua Vease filopodio. 

microsoma Pequena vesicula formada por el reticulo endo- 
plasmico cuando las celulas se rompen. 
microtubuio Componente dtoespueletico formado por la 
polimerización de la tub u lina dando lugar a segmentos ri- 
gidos y huecos de aproximadamente 25 nm de diametro. 

microtubulos astrales Microtubulos def huso mitótico que 
se extienden a la periferia celular. 
microtubulos cinetocóricos Microtubulos del huso mitóti¬ 
co que fijan los cromosomas condensados a sus centró- 
meros, 

microtubulos polares Microtubulos del huso mitótico que 
se solapan en el centro de ta celula y que empujan a los 
polos del huso para separarlos. 
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microvellosidad Extensión de la membrana plasmatica, 
basada en la actina r abundante en las superficies de las 
celulas implicadas en la absorción. 
mineralocorticoides Hormonas esteroidieas producldas 
por la glandula adrenal que actuan sobre el rińón para re- 
gular el eąuilibrio de sales y agua. 
miofibrilla Haz de filamentos de actina y miosina en las ce¬ 
lulas musculares. 

miosina Proteina que interacciona eon ta actina como motor 
molecular, 

miosina I Tipo de miosina que aciua para transportar mer- 
cancias a lo largo de los filamentos de actina, 
miosina II Tipo de miosina que produce la contracción me¬ 
dianie el deslizamiento de filamentos de actina. 
mitocondria Organuto citoplasmaiico responsable de la 
sintesis de la mayoria del ATP de las celulas eucariotas 
mediante fosfonlación oxidativa. 
mitosis División nuclear. 

modelo de cerradura y llave Modelo de acción enzimatica 
en el que el sustrato encaja eon precisión en el centro acti- 
vo de la enzima. 

modelo de mosaico fluido Modelo de estructura de la 
membrana donde las proteinas se insertan en u na bicapa 
fluicla fosfolipidica. 

modelo del filamento deslizante Modelo de contracción 
muscular en el que la contracción resulta del deslizamiento 
de los filamentos de actina y miosina, uno respecto del otro. 
modelo Holliday Un modelo molecular de recombinación 
genetica que implica la formación de regiones heterodii- 
plex. 

moleculas de adhesión celular Proteinas transmembra- 
na que inten/ienen en las interacciones celula-celula, 
molecula recombinante Fragmento de ADM unido a un 

vector 

monocistrónico ARN mensajero que codifica una unica ca- 
dena polipeptidica, 

monolito Tipo de cel u la sanguinea implicada en las reaccio- 
nes inflamatorias. 

monosacaridos Azucares simples eon la formula basica de 

(CH e O) n . 

Mos Proteina quinasa necesaria para la progresión desde la 
meiosis I hasta la meiosis II y el mantenimiento de la de- 
tención en metafase II en los oocitos de vertebrados. 
motor molecular Proteina que genera fuerza y movimiento 
mediante la conversión de energia ąuimica en energia 
mecanica. 

muerte celular programada Forma fisiológica normal de 
muerte celular caracterizada por la apoptosis. 
mundo ARN Estadio temprano de la evolución basado en 
moleculas autorreplicantes de ARN. 
mutación Alteración genetica, 

mutagenesis in vitro introdueción de mutaciones en un 
ADN clonado in vitro. 

mutageno Producto quimico que induce una alta frecuencla 
de mutaciones. 


mutante inhibidor dominantę Mutante que interfiere eon la 
función del alelo normal del gen 
mutante sensible a temperatura Celula que expresa una 
proteina que es funclonal a una temperatura pero no a 
otrą. mientras que la proteina normal es funcional a anv 
bas temperaturas. 

NADP reductasa Enzima que transfiere electrones de la fe- 
rrodoxina al NADP ł , dando NADPH. 
nebulina Proteina que reguła la iongitud de los filamentos 
de actina en las celulas musculares. 
neurofilamenło Clase de filamento intermedio que sostiene 
los axones de las celulas nerviosas. 
neurohormona Peptidos que son secretados por las neuro- 
nas y que actuan sobre celulas distantes. 
neurona Celula nemosa especializada en recibir y transmi- 
tir senales por todo el cuerpo. 

neuropeptidos Moleculas senalizadoras peptidicas secre- 
tadas por las neuronas. 

neurotransmisor Pequeńa molecula hidroftlica que trans- 
porta una seńal desde una neurona estimulada a una ce¬ 
lula diana en una stnapsis. 

neurotrofina MMMMMiembro de una familia de polipepti- 
dos que reguła el desarrollo y supervivencia neuronal. 
nexina Proteina que une dobletes de microtubulos entre si 
en el axonema, 

nicotinamida-adenina dinucleótido (NAD h ) Coenzima 
que actua como transportador electrónico en reacciones 
de oxidación/reducción. 
nidogen Vease entactina, 

N-miristoiiación Adición de acido miristico (un acido graso 
de 14 carbonos) al resto de glicina N-terminal de una ca- 
dena polipeptidica. 

N -myc Protooncogen que codifica un factor de transcripción 
y es activado eon frecuencia por la amplificación de neuro- 
blastomas, 

nucleo Organulo mas prominente de las celulas eucariotas; 
contiene el materiał genetico. 

nucleolo Sitio nuclear de transcripción y procesamienlo del 
ARNr, y ensamblaje de los nbosomas, 
nucleosido Base de purina o pinmidtna unida a un azucar 
(ribosa o desoxirnbosa). 

nucleosoma Unidad basica estructural de cromatina que 
consiste en ADN enroilado alrededor de un nucleo de bis- 
tona. 

nucleótido Nucleosido fosfonlado, 

oligonucleótido Polimero corto de solo unos pocos nucleó- 
tidos, 

oligosacarido Polimero corto de solo unos pocos azucares. 
oncogen Gen capaz de inducir una o mas caracterfsticas de 
las celulas cancerigenas. 

operador Secuencia reguladora de ADN que controla la 
transcripción de un operón. 

operón Grupo de genes adyacentes transcritos como un 
unteo ARNm. 
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organizador celular activado por fluorescencia instru¬ 
mentu que organiza las celulas individuales en base a su 
intensidad de fluorescencia. 

origen de replicación Secuencia especifica de AON que 
actua como sitio de unión para (as protein as que inician la 
replicación. 

p53 Factor de transcripción (codificado por el gen supresor 
de tumores p53) que detiene el ciclo celular en G 1 en res- 
puesta a un ADN dańado y que se reąuiere para la apop- 
tosis inducida por diferentes esfimulos. 
papilomavirus Miembro de la familia de virus de ADN, algu- 
nos de los cuaies causan cancer cervical y otros canceres 
anogenitales en el hombre. 

paquiteno Estadio de meiosis I durante el cual tiene lugar [a 
recombinación entre los cromosomas homólogos 
palrriitoilación Adición de acido paimitico (un acido graso 
de 16 carbonos) a restos de cistę ha de u na cadena poli- 
pepfidica, 

pa red celular Estructura rfgida y porosa que forma u na 
capa externa y proporciona soporte estructural a bacte- 
rias, hongos, y celulas vegetales. 
pared celular secundaria Pared celular gruesa que se en- 
cuentra entre la membrana plasmatica y la pared celular 
primaria de las celulas vegeta1es que han cesado su cred- 
miento. 

paredes celulares primarias Paredes de celulas vegetales 
en crecimiento. 

particula de reconocimiento de la senal (SRP) Particula 

compuesta de proteinas y de ARN 7SL que se une a las 
secuenclas de senalización y dirige las cadenas polipepti- 
dicas al reticulo endoplasmico. 

particulas de ribonucleoprotemas pequenas nucleares 
(RNPsn) Complejos de ARNsn eon proteinas. 
particulas del centro del nucleosoma Particulas que eon- 
tienen 146 pares de bases de ADN asociados en torno a 
un nucleo de histonas. 

peptidasa de senalización Enzima que retira la secuencia 
de senalización de una cadena polipepf fdica por proteolisis, 
peptidasa procesadora de la matriz (!V1PP) Proteasa que 
escinde presecuencias de las proteinas internalizadas en 
la matriz mitocondrial. 

peptidasa procesadora estromal (SPP) Proteasa que es¬ 
cinde a los peptidos de transito de las proteinas internali¬ 
zadas en e! estroma del cloroplasto. 
peptidos de transición Secuencias N-term inales que dirigen 
a las proteinas para su internalización en el cloroplasto. 
pectina Pollsacarido formador de geles de las paredes celu¬ 
lares vegetales. 

peptidil prolif isomerasa Enzima que facilita el pliegue de 

las proteinas mediante la catalización de la isomenzación 
cis-trans de los enlaces prolil peptidicos. 
peptidoglicano Componente principal de las paredes celula¬ 
res bacterianas constituido por cadenas polisacaridas li- 
neales entrelazadas mediante peptidos cortos. 
peroxisoma Organulo citoplasmatico especiatizado en lle- 
var a cabo reacciones oxidativas. 


pez cebra Especie de pez pequeno empleado para estudios 
geneticos del desarrollo de los vertebrados. 
pigmentos fotosinteticos Moleculas que capturan la ener¬ 
gia de los rayos solares absorbiendo fotones, 
pinocitosis Entrada de fluidos o moleculas al interior de una 
celula mediante vesiculas peguenas. 
placa celular Estructura diseoide rodeada por membrana 
que forma nuevas paredes celulares durante la citocinesis 
de las plantas superiores. 

plaguina Miembro de una familia de proteinas que asocia 
los filamentos mtermedios eon otras estructuras celulares. 
plasmalógenos Familia de fosfolipidos que tienen enlace 
eter y enlace ester. 

plasmido Molecula pequena de ADN circular capaz de repli- 
carse de forma independlente en una celula hospedadora. 
plasmido Ti Plasmido empleado para la transferencia geni- 
ca en plantas. 

plasmodesmo Conexión citoplasmatica entre celulas vege- 
tales adyacentes que esta formada por una region conti¬ 
nua de membrana plasmatica. 
plastos Familia de organulos vegetales que incluye a los 
cloroplastos, cromoplastos, leucoplastos, amiloplastos, y 
elaioplastos. 

PML/RAR^ Oncogen formado por la translocación del re¬ 
ceptor del acido retinoico en la leucemia aguda promielo- 
citica. 

poliadenilación proceso de adición de una cola de poli-A a 
un pre-ARNm. 

policistrónico ARN mensajero que codifica multiples cade¬ 
nas polipeptidicas. 

polinucleótido Polimero que contiene millones de nucleoti- 
dos. 

poliomavirus Virus de ADN tumoral ampliamente estudiado. 
polipeptido Polimero de aminoacidos. 
pólipo Tumor benigno que se extiende por una superflcie 
epiteliaL 

polisacarido Polimero que contiene cientos o miles de azu- 
cares. 

polisoma Serie de ribosomas que traducen un ARN mensa¬ 
jero. 

porina Miembro de una clase de proteinas que atraviesan 
las membranas como barriles-/? y forman canales en las 
membranas externas de algunas bacterias, mitocondrias 
y cloroplastos. 

potenciador (Referido a «enhancer», ^secuencia aetivado- 
ra» o ^secuencia intensificadora^.) Secuencia reguladora 
de la transcripción que puede localizarse en un sitio dss- 
tante del promotor. 

potencial de acción Impulsos nerviosos que viajan a lo lar¬ 
go de los axones. 

pre-ARNm Transcritos primarios que se procesan para for- 
mar ARNs mensajeros en las celulas eucariotas. 
pre-ARNr T ranscritos primarios que se cortan para dar lugar 
a ARNs ribosómicos individuales (los ARNrs 28S f 18S y 
5,8S de las celulas eucariotas). 
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pre-ARNt Transchtos primarios que se cortan para formar 
ARNs de transferencia, 

prenilación Adición de fipos especificos de iipidos (grupos 
prenifo) a restos de cisteina C-terminales de una cadena 
polipeptidica, 

presión de turgencia Presión interna hidrostatica en ei inte¬ 
rior de fas celulas vegetales. 

primasa ARN polimerasa usada para iniciar la sintesis de 

ADN. 

procolagenos Precursores solubles de los colagenos for- 
madores de fibrillas. 

producto Compuesto formado como resultado de una reac- 
ción enzimatica. 

profase Fasę inicial de la mitosls, marcada por la aparición 
de los cromosomas condensados y el desarrollo del huso 
mitótico. 

profili na Proteina de unión a la actina que estimula el en- 
samblaje de monómeros de actina en filamentos. 
progesferona Hormona esteroidea producida por los ova- 
rios. 

progresión tumoral Acumulación de mutaciones en el inte¬ 
rior de celulas de una poblacióntumoraL resultandoen un 
crecimrento acelerado y malignidad. 
prometafase Periodo de transición entre la profase y la me- 
tafase durante la cual los microtubulos del huso mitótico 
se unen a los cinetocoros y los cromosomas se mueven 
de un lado a otro hasta que son alineados en el centro de 
la ceiula. 

promotor Secuencia de ADN donde se une la ARN polime¬ 
rasa para iniciar la transcripción. 
promotor tumoral Compuesto que conduce al desarrollo 
tumoral medianie la estimulación de fa proliferación celu lar. 
pronucleo Dos nucleos hapioides en un nuevo huevo fe- 
cundado. 

prostaciclina Eicosanoide formado a partir de la prosta- 
glandina H r 

prostaglandina Familia de Iipidos eicosanoides implicados 
en la senalizacion de la mftamación. 
proteina de fijación a TATA (TBP) Factor de transcripción 
basa! que se une de forma directa a !a caja TATA. 
proteina de fluorescencia verde (GFP) Proteina de medu- 
sa que se emplea comunmente como marcador en la mi- 
croscopia de fluorescencia, 

proteina de transferencia de fosfolipidos Proteina que 
transporta moleculas fosfolipidicas entre membranas ce- 
luJares. 

proteina disulfuro isomerasa Enzima que cataliza la for- 
mación y rotura de los puentes disulfuro (S-S). 
protema-G Familia de proteinas de senalizacion celular re- 
guladas por la unión del nudeótido guanina, 
proteina G heterotrimerica Proteina de unión a nucleóti- 
dos de guanina que consiste en tres subunidades. 
proteina quinasa Enzima que fosforila proteinas medianie 
la transferencia de un grupo fosfato desde el ATP. 
proteina gurnasa A Proteina quinasa regulada por el AMR 
cielico. 


p roterna qu in asa C Farmil ia de protema-serina/treonina qui- 
nasas que se activan eon diacilglicerol y Ca 2+ y actuan en 
la transducción intracelular de senales. 
proteina fosfatasa Enzima que revierte la acción de las pro¬ 
teinas qu i nasas medianie la retirada de los grupos fosfa- 
tos desde restos de aminoacidos fosforitados. 
proteina quinasa AMPe-dependiente Vea$e proteina qui- 
nasa A, 

proteina-serina/treonina quinasa Proteina quinasa que 
fosforila restos de serina y treonina. 
proteina-tirosina fosfatasa Enzima que retira los grupos 
fosfato desde restos de fosfotirosina, 
proteina-tirosina quinasa Proteina quinasa que fosforila 
restos de tirosina. 

proteina-tirosina quinasa no receptora Proteina tirosina 
quinasa intracelular, 

proteina-tirosina quinasa receptora Proteina-tirosina qui- 
nasa asociada a la membrana que es receptora de ligan- 
dos extracelulares. 

proteinas Polipeptidos eon una unrea secuencia amtnoacF 
dica. 

proteinas activadoras de la GTPasa Proteinas que esli- 
mulan la hidrólisis de GTP por parte de las proteinas de 
bajo peso molecular de unión a GTP, 
proteinas asociadas a los microtubulos (M APs) Proteinas 
que $e unen a los microtubulos y modifican su estabilidad. 
proteinas de bajo peso molecular de unión a GTP Gran 
familia de proteinas monomericas de unión a GTP, inclu- 
yendo las proteinas Ras, Rab, Rho y Ran. 
proteinas de canal Proteinas que forman poroś a traves de 
una membrana. 

proteinas de choque termico Grupo altamente conser- 
vado de proteinas chaperona que se expresan en celulas 
expuestas a elevadas temperaturas o a otras formas de 
estres medioambiental. 

proteinas de unión a la actina Proteinas que se unen a la 
actina y regulan el ensamblaje, desensamblaje y organi- 
zación de filamentos de actina. 
proteinas de unión al ADN de hebra sencilla Proteinas 
que estabilizan el ADN desenrollado uniendose a las re- 
giones de hebra sencilla. 

proteinas del neurofilamento (NF) Principales proteinas 
de los filamentos intermedios de diversos tipos de celulas 
nerviosas maduras, 

proteinas ERM Familia de proteinas que asocian los fila- 
mentos de actina a la membrana plasmatica de diversos 
tipos de celulas. 

proteinas HMGN Proteinas no histónicas cromosómicas 
asociadas eon la cromatina deseondensada, transcripcio- 
nalmente activa. 

proteinas integrales de membrana Proteinas embebfdas 
en el interior de la bicapa lipfdica de las membranas celu- 
lares, 

proteinas perifericas de membrana Proteinas indirecta- 
mente asociadas eon las membranas celulares medianie 
interacciones proteina-proteina. 
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proteinas SIAT Factores de transcripción que tienen un do¬ 
minia SH2 y que son activadas por la fosforilación de la 
tirosina, que promueve su translocación desde el citoplas- 
ma at nucleo. 

proteinas scaffoid Proteinas que se unen a componentes 
de las vias de seńalizaeión, dando lugar a su organización 
en complejos seńaiizadores especificos* 

proteinas transmembrana Proteinas integrales de mem¬ 
brana que se extienden por la bicapa lipidica y que presen- 
tan porciones expuestas a ambos lados de la membrana, 
proteinas transportadoras Proteinas que selectivamente 
fijan y transportan pequeńas moleculas a traves de u na 
membrana. 

proteoglicano Proteina que se une a los glicosaminogli- 
canos. 

proteosoma Gran complejo constituido por proteasas que 
degrada las proteinas marcadas por la ubiquitina. 

proto-oncogen Gen celular normal que puede convertirse 
en un oncogen. 

pseudogen Copia no funcional de un gen. 
pseudogen procesado Pseudogen que surge de la trans- 
cnpdón inversa de ARNm. 

pseudopodio Extensión de la membrana plasmatica, cons- 
tituida por actina r responsable de la fagocitosis y del movi- 
m lento ameboide. 

PT EN Fosfatasa lipidica que defosforila PIP. y actua como 
supresor de tumores. 

punto de restricción Punto de regulación en clclo de las 
celulas animales que sucede tardiamente en G r Despues 
de este punto, la celula esta destinada a entrar en S y a 
sufrir un ciclo de división celular. 
puntos de control del ciclo celular Mecanismos regulado- 
res que impiden la entrada en la siguiente fasę del ciclo 
celular hasta que los eventos de la fasę precedente se ha- 
yan completado. 

ąueratina Proteina de los filamentos intermedios de las ce- 
lulas epiteliales. 

queratina blanda Oueratinas encontradas en el citoplasma 
de las celulas epiteliales. 

ąueratina dura Gueratina empleada para la producción de 
estructuras como el pele, uhas y cuernos. 
quiasmas Lugares de recombinación por los que se unen 
los cramosomas homólogos durante la meiosis. 
ąuinasa de la cadena ligera de miosina Proteina guinasa 
que activa a la miosina II fosforilando su cadena ligera re- 
guladora. 

ąuinasa Janus Familia de proteina-tirosina qulnasas no re- 
ceptoras asociadas a los receptores de citoquinas. 
quinesina Proteina motora que migra a Jo largo de los mi- 
crotubulos hacia el extremo positivo. 
ąultina Pol i mero de restos de N-acetitglucosamina que es el 
Principal componente de las paredes cetulares fungicas. 
Rab Familia de proteinas de bajo peso molecular de unión a 
GTP que juegan papeles clave en el transporte vesicular. 


Rac Proteina de bajo peso molecular de unión a GTP impli- 
cada en la regulación del citoesqueleto de actina. 

Raf Proteina-serina/treonina guinasa (codificada por el on- 
cogen raf) que se activa por Ras y que dirtge la activación 
de las MAP guinasas. 

Ran Pequena proteina de unión a GTP implicada en la im- 
portación y exportación nuclear. 

Ras Familia de pequehas proteinas de unión a GTP (codifi- 
cadas por los oncogenes ras) que acoplan los receptores 
de factores de crecimiento a las dianas intracelulares, in- 
cluyendo a la proteina-serina/treonina ąuinasa Raf y a la 
ruta de las MAP guinasas. 

ratón transgenico Ratón que porta genes no proptos incor- 
porados a su linea germinal. 

Rb Proteina reguladora de la transcripción codificada por un 
gen supresor de tumores que fue identificada a traves de! 
analisis genetico de un retinoblastoma. 

RE de transición Region del RE del que salen las proteinas 
hacia el aparato de Golgi. 

reacción en cadena de ta polimerasa (PCR) Metodo para 
la amplificación de una region de ADN medianie repetidos 
ciclos de sfntesis de ADN in vitro. 
reacciones iuminicas Reacciones de la fotosfntesis en las 
que la energia solar dirige la sintesis de ATP y WADPH. 
reacciones oscuras Serie de reacciones que convierte el 
dióxido de carbono y el agua en hidratos de carbono du¬ 
rante la fotosintesis. Vease ciclo de Calvin. 

RecA Proteina que estimula el intercambio de hebras entre 
moleculas homólogas de ADN durante la recombinación. 
recesivo Alelo enmascarado por un afelo dominanto, 
receptor acoplado a proteina-G Receptor caracterizado 
por siete a-helices acopladas a la membrana. La unión del 
Ugando provoca un cambio conformacional que activa una 
proteina-G. 

receptor de celula T Proteina de superficie de un linfocito T 
que reconoce antfgenos expresados en la superficie de 
otras celulas. 

receptor SRP Proteina de la membrana del retfculo endo- 
plasmico que une la particula de reconocimiento de la se¬ 
nat (SRP). 

receptores de rianodina Canales de caieio en ef musculo y 
celulas nen/iosas que se abren en respuesta a cambios en 
el potencial de membrana, 
recombinación Intercambio de materiał genetico. 
recombinación especifica de sitio Recombinación medla¬ 
da por proteinas que reconocen secuencias especificas 
de ADN. 

recombinación homófoga Recombinación entre segmentos 
de ADN eon secuencias nueleotidicas homólogas. 
recombinación homóloga generał Intercambio de seg¬ 
mentos entre moleculas de ADN que comparten una ho- 
mologia extensa de la secuencia. 
red de actina Filamentos de actina que se entreeruzan en 
redes trldimensionales no densas. 
red del cis Golgi Region del aparato de Golgi en el que las 
proteinas entran desde el reticulo endoplasmico. 
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red del trans GoJgi Compartimento del Golgi en el que se 
organizan las proteinas y se empaguetan para salir del 
aparato de Golgi. 

region no traducida 3’ Region no codificante en el extremo 
3 ? del ARNm. 

region no traducida 5’ Region no codificante en el extremo 
5* del ARNm. 

regulación a la baja de receptores Perdida de receptores 
de la superficie cefular como resultado de su internaliza- 
ción por endocitosis despues de la unión del ligando. 
regulación alosterlca Regulación de enzimas medianie 
moleculas peguenas que se fijan a sitios diferentes del 
centro actwo, cambiando la conformación y la actividad 
catalitica de la enzima. 

reparación acoplada a la transcripción Reparación prefe- 
rente de dano en las hebras transcritas de ADN. 
reparación de bases mai apareadas Sistema de repara- 
ción que retira las bases mai emparejadas de las nuevas 
hebras de ADN sintetizado. 

reparación por escisión de base Mecanismo de repara¬ 
ción del ADN en el que una unica base dahada es retirada 
de la molecula de ADN. 

reparación por escisión de nucleótido Mecanismo de re¬ 
paración del ADN donde los oligonucieótidos que contie- 
nen bases dańadas se retiran de ia molecula del ADN. 
reparación propensa al error Forma de reparación en la 
que las ADN polimerasas especializadas replican a traves 
de un sitio de ADN dańado. 

reparación recombinatoria Reparación de! ADN dańado 
mediante la recombinación eon una molecula homóloga 
de ADN intacta, 

repetición terminal larga (LIR) Secuencias de ADN en- 

contradas en los extremos de! ADN retroviral y de retro- 
transposones que son repeticiones directas de varios 
dentos de nucteótidos y se deben a la actividad de la 
transcriptasa inversa. 

repeticiones de secuencia sencilla Clase de secuencias 
repetidas de ADN que consisten en organizaciones en 
tandem de miles de copias de secuencias cortas. 
replicación semiconservativa Proceso de replicación del 
ADN en el que dos hebras parentales se separan y sirven 
como moldes para la sintesis de nuevas hebras progenię, 
represor Molecula regutadora que bloguea la transcripción. 
resolución Capacidad de un microscopio de distinguir obję¬ 
łoś separados por peąueńas distancias. 
reticulo endoplasmatico (ER) Red extensa de tubulos y 
sacos rodeados de membrana, implicados en la clasiftca- 
ción y en el procesamiento de las proteinas ast como en la 
sintesis lipidica, 

reticulo endoplasmatico Irso Sitio principal de sintesis lipi- 
dica en las celufas eucariotas, 

reticulo endoplasmatico rugoso Region del reticulo endo¬ 
plasmatico cubierta de ribosomas e implicada en el meta- 
bolismo proterco. 

reticulo sarcoplasmico Red especializada de membranas 
de las celulas musculares que almacena una alta concen- 
tración de Ca 2+ , 


retinoide Molecula relacionada eon el acido retinoico. 
retroposón Elemonto transponible que se desplaza me¬ 
diante la transcripción inversa de un intermediario de 
ARN. 

retrovirus Virus que se replica hadendo una copia de ADN 
de su genoma de ARN mediante transcripción inversa, 
Rho Familia de proteinas de bajo peso molecular de unión a 
GTP implicadas en la regulación del citoesqueleto. 
ribosa Azucar de cinco atomos de carbono presente en el 
ARN. 

ribosomas Particulas compuestas por ARN y proteinas y 
que son los sitios de sintesis proteica. 

ribozima Enzima ARN. 

RNasa H Enzsma que degrada la hebra de ARN de las mole¬ 
culas hibridas ARN-ADN. 

RNasa P Ribozima que corta el extremo 5* de un pre-ARNt. 
rodopsina Fotorreceptor acoplado a proteina G en los bas- 
tones de la retina que activa la transducina en respuesta a 
la absorción Juminica, 

Saccharomyces cerevisiae Levadura que se reproduce 
por gemación freeuentemente estudiada. 
sarcoma Cancer de celulas de tej ido conectivo. 
sarcómero Unidad contractil de las celulas musculares 
constituido por filamentos de actina y miosina que interac- 
cionan entre sl 

secuencia de seńalización Secuencia hidrofóbica en el ex- 
tremo amino de una cadena polipeptidica que la marca en 
las bacterias para ser secretada o, en las celulas eucario- 
tas, para que se incorpore af reticulo endoplasmatico. 
secuencia repllcante de forma autónoma (ARS) Grigen 
de replicación de ADN en levaduras. 
secuencia Shine-Delgarno Secuencia anterior al sitio de 
iniciación que alinea los ARNs bacterianos de forma co- 
rrecta en los ribosomas. 

secuencias espaciadoras Secuencias de ADN presentes 
entre los genes. 

segundo mensajero Compuesto cuyo metabolismo se ve 
modificado como resultado de una interacción ligando-re- 
ceptor; actua como un transductor de senal regulando 
otros procesos intracelulares. 

selectinas Moleculas de adhesión celular que reconocen 
oligosacaridos expuestos en la superficie de la celula. 
senal de exportación nuclear Secuencia aminoacidica 
que marca las proteinas para transportarlas desde el nu- 
cleo al citosol. 

senal de localización nuclear Secuencia aminoacidica 
que marca las proteinas para transportarlas desde el cito- 
plasma al nudeo. 

seńalización autocrina Tipo de seńalización celular en la 
que una celula produce un factor de crecimiento al cual 
tambien ella responde. 

seńalización endocrina Tipo de seńalización celula-cólula 
donde celulas endocrinas segregan hormonas que son 
llevadas por la circulación a celulas diana lejanas. 
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seńalización paracrina Seńalización celula-celula (ocal 

donde una molecula liberada por una celula actua sobre la 
celula diana vecina, 

simporte Transporte de dos moleculas en la misma direc- 
ción a traves de una membrana, 
sinapsis Union entre una neurona y otrą celula, a traves de 
la cual se transmite la información mediante neurotrans- 
misores. 

sinapsis Asociación de cromosomas homologos durante la 
meiosis. 

SINEs {short interspersed ełements) Familia de retro- 
transposones altamente repetidos en los genomas de los 
mam if eros. 

splicing alternativo Generación de diferentes ARNrn me¬ 
diante variación del modela de splicing del pre-ARNm. 
splicing de ARN Union de exones en una molecula precur- 
sora de ARN 

Src Protefna-tirosina quinasa no receptora codificada por el 
oncogen (src) del virus del sarcoma de Rous. 

START Punto regulador en el cicio ceiular de !evaduras que 
sucede al finał de G r Despues de este punto, la celula 
esta determinada a entrar en S y sufrir un dolo de división 
ceiular 

sombreado meta lico Tecnica de microscopia electrónica 
en la que la superficie de una muestra se cubre eon una 
fina capa de metal evaporado, 

sonda Reactivo que puede detectar selectivamente un od- 
do nucleico o una proteina especifica. 
superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig) Familia de mo¬ 
leculas de adhesión ceiular que contiene dominios estruc- 
turales sirmlares a las inmunoglobulinas, 
superfamilia de los receptores de citoquinas Familia de 
receptores de la superficie ceiular que actuan estimulando 
la actividad de proteina quinasas intracelulares. 
superfamilia de los receptores nucleares Familia de fac- 
tores de transcripción que incluye a los receptores de hor- 
monas este roi di cas, la hormona tiroidea, el acido retinoico 
y la vitamina D r 

sustrato Molecula sobre ta que actua una enzima. 

talina Proteina que media la asociación de fitamentos de ac- 
tina eon integrinas en las adhesiones foceles, 
taxol Farmaco que se une a los microtubulos y los estabiliza, 
tecnica pałch ctamp Metodo empleado para aislar y estu- 
diar la actividad de canales iónicos aislados. 
telofase Fasę finał de la mitosis, en la que se vuelve a for- 
mar el nucleo y se descondensan los cromosomas. 
telomerasa Transcriptasa inversa que sintetiza secuencias 
repetidas telomericas en los extremos de los cromosomas 
a partir de su propio molde de ARN. 
telomeros Repeticiones de secuencias sencillas de ADN 
que mantienen los extremos de los cromosomas lineales. 
testosterona Hormona esteroidea producida por los tes- 
ticułos. 

timina Pirimidina que se eneuentra en el ADN emparejada 
eon adenina. 


titina Proteina grandę que actua como resorte para mante- 
ner a los filamentos de miosina centrados en el sarcómero 
museufar, 

topoisomerasa Enzima que cataliza la rotura reversible y 
reunificación de las hebras de ADN. 

traducción Sintesis de una cadena polipeptidica a partir de 
un molde de ARNm. 

Traducción in vitro Sintesis proteica en un extracto librę de 
celulas, 

transcitosis Clasificación y transporte de proteinas a dife¬ 
rentes dominios de la membrana plasmalica despues de 
una endocitosis. 

transcripción Sintesis de una molecula de ARN a partir de 
un molde de ADN, 

transcripción inversa ADN polirnerasa que usa un molde 
de ARN, 

transducción intracelular de senales Cadena de reaccio- 
nes que transmiten senales puimicas desde la superficie 
ceiular a sus objetivos intracelulares. 

transducina Proteina G que estimula la GMPc fosforideste- 
rasa, al ser activada por rodopsina. 

transfección Introducción de un gen extrańo en celutas 
eucariotas. 

transferencia genica Introducción de un ADN extrano en el 
interior de una celula. 

transferencia Northern Metodo en el que los ARNm son 
separados mediante una electroforesis en gel y detecta- 
dos por hibridaclón eon sondas espeeificas, 

transferencia Southern Metodo en el que se emplean son¬ 
das radioactlvas para detectar fragmentos especificos de 
ADN que han sido separados por electroforesis en gel. 

transferencia Western Ver Inmunotinción. 

transformación Transferencia de ADN entre bacterias ge- 
neticamente distintas. Vease tambien transformación ce- 
lular 

transformación ceiular Conversión de celulas normales en 
celutas tumorafes en cultivo. 

translocóo Canal de membrana a traves del cual se trans- 
portan cadenas de polipeptidos al interior del reticuJo en- 
doplasmico. 

transportadores ABC Gran familia de proteinas de trans¬ 
porte de membrana caracterizadas por presenfar un domi- 
nio de unión de ATP altamente conservado. 

transporte activo Transporte de moleculas en una direc- 
ción energeticamente desfavorable. a traves de la mem¬ 
brana, acoplado a la hidrólisis de ATP u a otrą fuente de 
energia, 

transporte pasivo Transporte de moleculas a traves de la 
membrana en una dirección energeticamente favorable. 

transposición Movimiento de las secuencias de AON por 
todo el gen o ma. 

fransposón Secuencia de ADN que puede migrar a diferen¬ 
tes posiciones dentro del genoma. 
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transposones de ADN Elementos transponibles que se 
mueven mediante intermediarios de ADN. 

triacilglicerol Tres acidos grasos unidos a una molecula de 
gliceroL 

tromboxano Eicosanoide implicado en la coagulación san- 
guinea. 

tropomiosina Proteina fibrosa que se une a los filamentos 
de actina y que reguła la contracción mediante el blogueo 
de la interacción entre actina y miosina. 

troponina Complejo de proteinas que se une a los filamen- 
tos de actina y reguła la contraccion del musculo esguele- 
tico, 

tubulina Protefna eitoesgueletica que poiimeriza para for- 
mar microtubulos, 

tumor Cualquier proliferación anormal de las celulas. 

tumor benigno Tumor que permanece confinado en su sitio 
de origen. 

tumor maligno Tumor que invade un tejido norma! y se ex- 
tiende por todo el cuerpo. 

ubrquinona Ver coenzima Q. 

ubigultrna Proteina altamente conservada que actua como 
marcador para conducir a otras proteinas celulares a una 
rapida degradación. 

uttracentntuga Centrifuga que rota las muestras a altas ve- 
locidades. 

unión adherente Region de adhesión cślula-celula median¬ 
te la cual el dtoesqueleto de actina se ancla a la membra¬ 
na plasmatica. 

unión de tipo gap Canai de membrana plasmatica que for¬ 
ma una conexión citoplasmatica directa entre celu las ad- 
yacentes, 

unión estrecha Red continua de hebras proteicas alrededor 
del perimetro de las celulas epiteliales, sellando el espacio 
entre las celulas y formando una barrera entre los dom I- 
nios apical y basolateral. 

unión Holltday Intermediario central en la recombinación, 
constituido por una estructura de hebras eruzadas forma- 
da por emparejamiento de bases homólogas entre las he¬ 
bras de dos moleculas de ADN. 

uniporte Transporte de una unica molecula a traves de una 
membrana. 

uracilo Pirimidina que se eneuentra en el ARN y que se em- 
pareja eon adenina. 

vacuoia Gran saco rodeado por una membrana en el cifo- 
plasma de las celulas eucariotas. En las celulas vegetale$ t 
la función de las vacuolas es aimacenar nutrientes y pro- 
ductos de desecho. degradar macromoleculas, y mantener 
la presión de turgencia. 

vector Molecula de ADN empleada para dirigir ta replicación 
de un fragmento de ADN clonado en el interior de una ce- 
lula hospedadora. 

vector de expresión Vector empleado para dirigir la expre- 
sión de un fragmento de ADN clonado en una celula hos- 
pedadora. 


vesicula del Golgi Compartimentos del aparato de Golgi en 
et que tienen lugar la mayoria de las actividades metabó- 
licas. 

vesicula revestida de clatrina Vesicula de transporte tapi- 
zada eon clatrina. 

vesi'cula revestida de COP Vesicula de transporte revesti- 
da de proteinas distintas de la clatrina (COP indica coat 
protein ). 

vesicula sinaptica Vesicuta secretora que libera neuro- 
transmisores a una sinapsis, 

vesieulas secretoras Saculos rodeados por una membrana 
que transportan proteinas desde el aparato de Golgi a la 
superficie celular. 

via JAK/STAT Via de serial ización en la que los factores de 
transcripción STAT son activados como resultado de la 
fosforilación por miembros de la familia JAK de proteina 
quinasas. 

via secretora Movimiento de proteinas secretadas desde el 
reticulo endoptasmico a! aparato de Golgi. despues T en el 
interior de vesfculas secretoras, a la superficie celular. 

villina Principal proteina formadora de haces de actina en 
las microvellosidades intestinafes. 

yimblastina Farmaco que inhibe la poiimerización de los mi- 
crotubulos, 

vimentina Proteina de los filamentos intermedios encontra- 
da en una diversidad de tipos celulares. 

vmcristina Farmaco que inhibe la poiimerización de los mi- 
crotubulos. 

vinculina Proteina que media la asociación de filamentos 
de actina eon integrinas en las adhesiones focales 

virus de Epstein-Barr Herpesvirus humano que causa los 
linfomas de celulas B. 

virus de la hepatitis B Familia de virus de ADN que infectan 
a las celulas del hlgado y pueden desencadenar el desa- 
rrollo de cancer hepatico. 

virus de la hepatitis C Familia de virus de ARN que infectan 
celulas hepaticas y pueden desencadenar el desarrollo de 
cancer hepatico, 

virus de los simios 40 (SV40) Virus tumoral de ADN am- 

pliamente estudiado. 

virus del sarcoma de Rous (RSV) Retrovirus altamente 
transformacie, donde se identificó el primer oncogen. 

virus tumoral Virus capaz de causar un cancer en animafes 
o humanos. 

Xenopus taevis Rana africana empleada como sistema 
modele en biologia experimental. 

zigoteno Estadio de meiosis I donde los cromosomas ho- 
mólogos llegan a estar intimamente asociados. 

zi g oto Ó vu I o f ecu n d ad o. 

zona seńalizadora Determinantę de reconocimiento forma- 
do por el plegamiento tridimensiona! de una cadena poli- 
peptidica. 
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acetilacrón de histonas, 257-258 
acetilacion, 257-258 
acido abscisico, 549, 550 
acido araguidónico, 548-549 
acido aspartico (Asp) (D). 51 
a c ido de soxi r ri bo n uc I eico, Vśase A D N 
acido fosfatidico, 46 
ścido glutamico (Glu) (E), 51 
acido lactico, 8 
acido minslico, 490 
acido W-aoetilmuramico (NAM), 519 
acido palmiiico, 490 
acido retinoico, 543, 544. 655-656, 668 
acido y-aminobutiriCG (GABA), 546 
acidos grasos, 44-45, 72, 308, 427 
acidos nucleicos antisentido, 130 
acidos nucleicos 
biosintesis, 79 
componentes, 48 
detección, 117-119 
hibridación, 117-119 
visión generał, 47-50 
acidos ribonucleicos (ARNs), 48 
acopiamiento quirniosmótico, 410-414, 416-417 
actslcobna, 500, 546 
aclina filamentosa (F), 436-437 
aclina globular (G), 436-437 
aclina 

anillos contractiles. 614 
celulas no musculares, 451-452, 
en la membranas eritrociticas, 488 
haces, 440-441, 530 
polimerización, 436-437 
redes, 440-441 

regulación del citoesqueleto, 574-575 
acłivadores transcripcionaies, 252, 254 
acuaporinas, 496 

adenilil ciciasas, 551-552, 559, 564, 654 
adenina (A) r 48, 194 
ad e nom as, 634 
adenosina 5’-trifosfato (ATP) 
almacenamiento de energia 49 
energia librę de Gibbs y, 64-66 
energia metabólica y r 7 
generación a parlir de glucosa, 66-71 
hidrolisis, 503-507 
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